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APENDICE 9

Prueba de inrnunosorcion enzimatica (ELISA) para la
deteccion de anticuerpos contra Leishmania

Reactivos

Solucion tampon para revestimiento (STR)

Na,CO, 1,59 ¢

NaHCO, 293¢

NaN; 02¢g

Agua destilada hasta llegar a 1 litro

(Puede prepararse con una concentracion de 10 x para facilitar el almacenamiento.)
STR/2% de leche en polvo

STR 100 ml
Leche desnatada en polvo 200¢g

Solucion salina tamponada con josfatos (SSTF), pH 7,2

NaC(l 8¢g

KH,PO, 02¢g
Na,HPO,.12H,0 2,88 ¢

KCl 02¢g

Agua destilada hasta llegar a 1 litro

(Puede prepararse con una concentracion de 10 x para facilitar el almacenamiento prolongado.)

SSTF/0,05% de Tween (SSTF/T)

SSTF 99,95 ml
Tween 20 0,05 ml

SSTF/T/2% de leche en polvo (SSTF/T/L)

Solucion de SSTF/T 100 ml
Leche desnatada en polvo 2,00g
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Tampon de citrato-fosfato, pH 5,5

Solucion A

Acido citrico 2,1g

Agua destilada hasta llegar a 100 ml]
Solucion B

Na,HPO,.12H,0 35¢g

Agua destilada hasta llegar a 100 ml

Afiadir 48,5 ml de la sclucién A a 51,5 ml de la solucién B.

Solucion de sustrato (para el conjugado de peroxidasa de rdbano rusticano)

Hidrocloruro de orto-fenilendiamina 0,040 g
Tampo6n de citrato-fosfato, pH 5,5 100 ml
Peroéxido de hidrégeno (3%) 30 ul

Preparacion del antigeno para la prueba ELISA

Los promastigotes de L. donovani, L. infantum o L. chagasi cultivados en un medio liquido se
recogen en la fase logaritmica en una concentracién de aproximadamente 1 x 10° células/ml. El
sustrato celular se lava (x 3), preferentemente a 4°C, con solucién salina tamponada con fosfatos
(SSTF) y se congela a -20°C. El sustrato celular congelado se descongela a temperatura
ambiente y con €l se prepara una nueva suspensioén en agua destilada a 1:40 (v/v). Las células
se rompen mediante congelacion répida en nitrogeno liquido y descongelacion en agua a 37°C
(x 3) y, en lo posible, se someten a la accion de ultrasonidos durante 15 segundos (x5). Las
células rotas se centrifugan a alta velocidad (por ejemplo, 10 000 g) durante 15 minutos a 4°C,

y el material sobrenadante se almacena congelado a -20°C para utilizar como antigeno de la
prueba ELISA.

Revestimiento de los hoyos para la prueba ELISA

Se utilizan placas de microtitulacion de poliestireno o placas semejantes, pero deben ser las
recomendadas especificamente para ELISA. La dilucion del antigeno utilizada para el
revestimiento de los hoyos se deterrnina mediante una titulacion en damero utilizando diferentes
diluciones del antigeno con sueros de control normales positivos y negativos y diferentes
diluciones de prueba del conjugado. El antigeno se diluye en solucién tampén de revestimiento
de bicarbonato sédico 0,05 M con un pH de 9,6. Para revestir los hoyos, en cada uno se
depositan 100 pl de antigeno diluido y se dejan a 4°C hasta el dia siguiente. Los hoyos se lavan
luego (x 3) con SSTF y se fijan con solucién tampén de revestimiento/2% de leche en polvo
durante una hora a 37°C, y se vuelven a lavar (x 3) con SSTF.
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Realizacion de la prueba ELISA

Los sueros se diluyen a 1:200 en SSTF/T/L. Se efectian diluciones ulteriores, por ejemplo
duplicando la dilucidén si asi lo requieren los titulos de los sueros. Se afiaden 100 pl de
diluciones de suero en cada uno de los hoyos revestidos con antigeno de una placa para ELISA
de 96 hoyos. Las placas se incuban durante una hora a 37°C en una cadmara himeda y luego se
lavan (x 3) con SSTF/T. Cada hoyo se llena inmediatamente con 100 pl de conjugado de
inmunoglobulina G (H + L) antihumana monoclonal purificada por afinidad y peroxidasa,
etiquetado con peroxidasa de rabano rusticano o fosfatasa alcalina diluida a 1:1000 6 1:2000
aproximadamente en SSTF/T/L; se incuban durante una hora a 37°C. La dilucién 6ptima del
conjugado se determina por titulacion en damero. Para la LV canina se utiliza un conjugado de
inmunoglobulina G (H + L) anticanina de conejo. Después de la incubacion, las placas se
vuelven a lavar (x 3) con SSTF/T y se afiaden 100 pl de solucion de sustrato. Las placas se
dejan a temperatura ambiente durante 15 minutos en la oscuridad, después de lo cual se detiene
la reaccion afiadiendo 50 ul de H,S0, 2,5 M. Los resultados se leen en un lector de ELISA
utilizando un filtro de 492 nm, no mas de media hora después de haberse detenido la reaccion.
Todas las placas deben incluir sueros de control negativos y positivos. Las pruebas se realizan
normalmente por duplicado. Las variaciones cotidianas de las condiciones de la prueba pueden
ajustarse con una muestra de referencia positiva, de la siguiente manera:

(absorbencia de la muestra de prueba/absorbencia de la referencia positiva) x 1





