























correlacion de resultados de los ELISA
estandarizados.

Enlatabla 3, se muestralosresultados del
test diagndstico, en el que se determind un100%de
correlacion de resultados entre el ELISA estan-
darizado que mide anticuerpos IgG anti ASL frente
al kit de referencia comercial ; se determinaron
valores de Sensibilidad del 100%, Especificidad
100%, VPP y VPN del 100% respectivamente, el
indice de correlacion de Kappa encontrado fue de
1,00 (p< 0,05). Para el ELISA que mide anticuerpos
IgE anti ASL los valores encontrados de sensibi-
lidad, especificidad VPP y VPN fueron del 100%
para cada caso, el indice de correlacion de Kappa
también fue de 1,00 (p< 0,05).

> > Tabla 3. Resultados de los paneles de
sueros positivo y negativo seguin los ELISAs estan-
darizados frente a un kit comercial en el caso de la
determinacion de anticuerpos IgG o pacientes
sanosy enfermos en el caso de ladeterminaciénde
anticuerpos IgE.

ELISA 19G ELISA IgE

MUESTRAS PROCESADAS POR
EL ELISA COMERCIAL
RIDASCREEN-BIOPHARM®

CONDICION DEL PACIENTE
SANO / ENFERMO

POSITIVOS [NEGATIVOS | TOTAL | ENFERMO | SANO TOTAL
g POSITIVOS 15 0 15 15 0 15
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>>> DISCUSION

La bibliografia cientifica plantea dife-
rentes métodos para la obtencidn de antigeno
soluble de Leishmania, cada uno con caracte-
risticas peculiares, Khairul (1999) plantea que los
promastigotes deben estar enfase estacionaria de
crecimiento, y se debe realizar la “cosecha ”
después del tercer o cuarto “pase de cultivo”
luego, se debenlisarlos parasitosy cuantificar para
determinar la concentracién de proteinas. Otro
método plantea que después del sonicado de la
muestra, esta debe ser centrifugada a 4300 g
(6800 rpm) para obtener el antigeno soluble de
Leishmania a partir del sobrenadante (Khairul,
1999). En el presente trabajo se evidencié que
cuando se tapiza los micropo- zos de ELISA con el
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ASL proveniente directamente del sonicado, las
impurezas contenidas en el ASL son reconocidas
de manera inespecifica (reaccién cruzada) por
anticuerpos 1gG, favoreciendo resultados falsos
positivos en el ensayo. Al centrifugar el ASL y
trabajar con el sobrenadante se eliminan estas
unionesinespecificas de los anticuerpos.

Losresultados demostraron que no existe
diferencia significativa al utilizar uno u otro tam-
pon (Carbonato/Bicarbonato y Fosfato Salino),
(Iniesta, 2007) como diluyente del ASL en el
tapizado. Sin embargo en el postapizado, cuando
se utilizé la solucién de PBS-Leche Morinaga al 5%,
se pudo evidenciar que las absorbancias tanto de
las muestras positivas como negativas eran
elevadas (DO mayor) en relacién al tampdn PBS-
BSA al 0,1%, tanto de las muestras positivas como
delasnegativas.

Si bien los investigadores S. lfiguez y K.
Anam, trabajaron con métodos de obtencidn de
ASL similares al nuestro, la concentracion de ASL
que utilizaron en sus estudios fueron de 2,5 pg/mly
20 pg/ml para IgG e IgE, respectivamente, lo cual
difiere de los resultados obtenidos en el presente
estudio que fueron de 1opg/ml y 20 pg/ml
respectivamente.

Para determinar la dilucion de suero y del
conjugado, se evaluaron 4 protocolos de trabajo
(Choquehuanca, 2011) con diferentes tiempos de
incubacidn y diluciones, tanto del suero como del
conjugado (dato no mostrado). Estas diferencias
se hicieron en base a estudios previos publicados
(Ministerio de Salud Publica, 2011) (Iniesta, 2007)
(Khairul, 1999) (Sousa A. A., 1999) y la experiencia
de nuestro laboratorio en la realizacion de ELISA
paradiagndstico de otras patologias, encontrando
el segundo protocolo el mas apto para nuestro
estudio, con tiempos de incubacidn de los sueros
control de 1 hora, 30 minutos del conjugado y del
sustratoy a unadilucién del conjugado de 1/500, se
obtuvieronlos mejoresresultados, mayor discrimi-
nacion entre los resultados de sueros positivos y
negativos, los valores de absorbancia estuvieron
dentro de los rangos que nos habiamos propuesto
de >0,800 para los positivos y <0,300 para los
controles negativos.
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El pre-tratamiento realizado para eliminar
la competencia por el sitio activo del determinante
antigénico del ASL por los anticuerpos tipo 1gG
anti- Leishmania, demostrdé que, a diferencia de
Souza, y Atta, que utilizaron para este fin anticuer-
pos IgG anti IgG-humana y reactivo absorbente de
factor reumatoideo (RF), existe una disminucidn
promedio de los niveles de DO de IgG del 43,24% en
caso de los sueros positivos y 18,50% para los
negativos.

En el estudio realizado por Atta se mues-
tra que existe una disminucién del 39,2% de dismi-
nucién para los sueros positivos, en relacién con
otro método de eliminacidn que solo alcanza el 11%
(Atta, y otros, 2002). En nuestro estudio, también
se muestra que, el pre-tratamiento elimina la
interferencia producida por estos anticuerposy se
observa un porcentaje promedio de disminucion
de las DO de IgE de 61,93% para las muestras
positivasy 32,0% paralas muestras negativas.

Basado en experiencias anteriores de
estandarizacion de ELISA, al procesar 50 muestras
negativas se encontré un valor promedio de 0,203
(p<0,05) y una desviacién estdndar de 0,019,
sumando 3 veces la desviacién estandar (3DS=-
0,057) al promedio, se determind que, el valor de la
linea de corte erade 0,260, esta sumatoriade 3 DS
al promedio de DO también fue utilizada por
Souza, M.L.B.. Iniesta, Vyde Sousa, M.A.

Para determinar la linea de corte del ELI-
SA IgE anti-Leishmania estandarizado se procedio
de la misma forma que para el ELISA IgG, encon-
trando un valor de linea de corte de 0,155. En la
determinacion de anticuerpos IgE realizado por
AM Atta, se encontraron valores promedio de
sueros positivos DO=0,108 y de DO=0,104 en el
estudio realizado por M.L.B. Souza, cabe re- saltar
que ambos estudios fueron realizados para la
determinacion de leish- maniasis visceral y al igual
que para IgG anti-Leishmania no reportan los va-
loresdelineade corte.

Se encontré el 100% de concordancia al
medir la repetitividad y la reproducibilidad de
ambos ELISA estandarizados, tanto en sueros
control positivo como negativo, en larepetitividad
se presentd una diferencia promedio maxima del
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suero control positivo de D0O=0,018 y de DO=
0,008 en el suero control negativo para el ELISA
IgG y de DO=0,004 y de DO= 0,004 respecti-
vamente para el ELISA IgE, al realizar ambos
andlisis a 5 tiempos diferentes conintervalos de 48
horasy bajo las mismas condiciones.

La validacion del ELISA IgG estandarizado
se hizo frente al ELISA comer- cial r-Biopharm®, se
observé que las absorbancias obtenidas eran muy
parecidas tanto de las muestras positivas como de
las negativas no existiendo una diferencia mayor a
0,180 unidades de DO en el caso de las muestras
positivas y 0,100 en el caso de las muestras
negativas, se observd también que existe un 100%
de correlacion de resultados verdaderos positivos
y verdaderos negativos del 100% (indice de corre-
lacién de Kappa de 1; p< 0,05), Sousa, M.A. (2005)
demostré que existe una correlacion positiva
entre los niveles séricos de IgE anti-leishmania y la
reaccion de Montenegro, lo cual sugiere que estos
anticuerpos participan en el proceso de lainmuno-
rregulaciéon de la leishmaniasis cutdnea. En el
presente estudio al no contar con un kit comercial
que mida IgE anti-Leishmania que esté validado
para uso en diagndstico, realizamos la validacion
frente a la condicién de sano o enfermo de los
pacientes establecida mediante parametros clini-
cos y de laboratorio, este kit casero también
demostré una eficiencia diagndstica del 100% e
indice de de Kappa de 1,00 (p< 0,05). Sin embargo,
se observd que el ELISA tipo I1gG da un100% de
reaccion cruzada con sueros de pacientes que
cursan enfermedad de Chagas; en el caso del
ELISA IgE se determind un 93,3% de reacciones
cruzadas (datos no mostrados). A este respecto,
Atta, A.M. y Souza, M.L.B. (2002) estandarizaron
estos tipos de ELISA, demostrando para sus test
valores de sensibilidad y especificidad 100%,
ninguno de los investigadores muestran datos
acerca de las posibles reacciones cruzadas de sus
ELISA frente a pardsitos de la familia Trypano-
somatidae

Otro aspecto a resaltar de los dos ELISA
estandarizados es el hecho de que en las evalua-
ciones de precision intra e inter ensayo demostra-
ron coeficientes de variacién menores al 2,1%. Con
todoslos datos obtenidos se hademostrado quela
rigurosidad empleada para estandarizarlos ELISA,
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ha permitido demostrar la validez de los kits case-
ros para ser utilizados como pruebas de diagnds-
tico de laboratorio y de seguimiento de larespues-
taaltratamiento en pacientes con Leishmaniasis.

No menos importante es también el he-
cho de que el andlisis de costo permite disminuiren
un 65% el costo que implica la realizaciéon de un
ELISA mediante kits comerciales, esto permitiria
que pacientes de bajos recursos econdmicos pue-
dan a bajo costo acceder al laboratorio para el
diagndsticoy seguimiento de suenfermedad.
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