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RESUMEN

Se evalud la precision y exactitud del KIT UMELISA en la dosificacion de IgG
antitétanos. Se estudié la variabilidad de la concentracién de anticuerpos en funcién
del tiempo y la temperatura de almacenamiento en 34 donantes especiales de plasma
hiperinmune antitetanico, inmunizados con la vacuna toxoide tetanica, de produccion
nacional, y sometidos a procedimientos de donacién por plasmaféresis automatizada.
Se escogieron dos grupos de estudio segun la concentracion de inmunoglobulinas
séricas (< 10 UI/ml y > 10 UI/ml) y se trabajé con muestras conservadas a 30 °C y de
2 a 8 °C. Los test estadisticos utilizados en el procesamiento de la informacién
arrojaron que la técnica es precisa y exacta, y que las mayores fluctuaciones ocurren

cuando los titulos eran bajos y la conservacién a temperatura entre 2 y 8 °C.

DeCS: ANTITOXINA TETANICA; ANALISIS CUANTITATIVO; CONSERVACION DE LA
SANGRE



ABSTRACT

Precision and accuracy of UMELISA kit in IgG tetanus antitoxin dosification was
assessed. Concentration variability of antibodies was studied according to time and
storage temperature in 34 special donors of tetanus antitoxin hyperimmune plasma
immunized with tetanus antitoxin vaccine of national production and was subjected to
procedures of donation for automated plasmapheresis. Two study group were chosen
as to serum immunoglobulin concentration (<10 UI/ml and >10 UI/ml) and were
worked with preserved samples at -30 °C and of 2-8 ©C. Statistic test used in the
processing of information showed that the technique was precise and accurate and that

greater fluctuations occur when titles are low and the conservation is at 2-8 °C.

DeCS: TETANUS ANTITOXIN; QUANTITATIVE ANALYSIS; BLOOD PRESERVATION

INTRODUCCION

En nuestro pais comienza a desarrollarse desde 1996 la obtencion de plasma
hiperinmune antitetanico a partir de donantes seleccionados con altos titulos de
anticuerpos, destinados a la produccion de gammaglobulina antitetanica de origen
humano. Este mismo afio el Banco Provincial de Sangre de Camagliey se incorpora al

programa utilizando el procedimiento ético e inocuo de plasmaféresis ' °

productiva
automatizada en personas previamente inmunizadas con la vacuna toxoide tetanica. 3
El monitoraje del titulo de anticuerpos antitetanicos por la tecnologia SUMA permite
valorar evolutivamente la respuesta humoral de los donantes y obtener de esta forma
un plasma de calidad éptima para la produccién de inyectables. % * ©

En el presente trabajo se realiza una evaluacidon de la precisiéon y exactitud de la
técnica UMELISA en la determinacion de IgG antitétanos en suero humano; ademas, se
determina la influencia del valor absoluto de las muestras en los resultados obtenidos,
asi como el tiempo y la temperatura de conservacion desde la toma de la muestra

hasta la realizacion del ensayo.



METODO

Se realizé un estudio descriptivo y longitudinal donde se escogié aleatoriamente un
grupo de donantes especiales de plasma hiperinmune antitetdnico (n=34) y se agrupé
en dos, uno con concentraciones inferiores a 10 UI/ml y otro con concentraciones
mayores de 10 UI/ml; ambos se subdividieron en otros dos, uno con muestras
conservadas de 2 a 8 °C y el otro conservado a -30 °C en alicuotas que fueron
descongeladas durante el procedimiento sélo una vez. Los cuatro grupos fueron
estudiados a la vez en una misma placa del kit UMELISA Tetanus durante cinco
semanas consecutivas. A las muestras agrupadas se les calculdé la media (X) y la
desviacion de las diferencias de la medias mediante el paquete Microstat, y teniendo
en cuenta la temperatura de almacenamiento, concentracion y momento de ejecucion
de la prueba para establecer si las diferencias eran estadisticamente significativas con
un nivel de significacién O < = 0, 05.

Ademas, dos muestras, una con concentraciones menores de 10 UI/ml y otra con
concentraciones mayores de 10 UI/ml, ambas conservadas a -30 °C, se probaron 50
veces cada una en cinco ocasiones diferentes, lo que establecié los valores maximo vy
minimo, la media (X), la desviacién estandar (DE) y el coeficiente de variaciones (CV).
El estudio se realizd6 con el kit UMELISA Tetanus el cual es un ensayo
inmunoenzimatico heterogéneo de tipo indirecto, ® producido y estandarizado por el
Centro de Inmunoensayo de Ciudad Habana.

Las muestras de suero fueron diluidas a 1:400 con suero de carnero al 50 % y se
colocaron 10 O | de esta dilucidon en las tiras de reacciéon conjuntamente con una curva
estandar preparada a partir de un suero control de 50 UI/ml de concentracién, luego
se incubaron durante 30 min a 37 °C en cadmara humeda. A continuacién se efectuaron
cuatro ciclos de lavado con solucidén tampén de tricloruro de sodio-tween 20 con el
lavador automatico de placas MAS-201, después se afiadieron 10 O | de conjugado
anti IgG/ Fosfatasa alcalina en cada uno de los posillos de reaccién y se incubd
nuevamente 30 min a 37 °C; posteriormente se lavaron las placas en cuatro ocasiones
y se afadié sustrato fluorigénico, dejandolo incubar a temperatura ambiente hasta
lograr una fluorescencia del quinto punto de la curva entre 100-150 U. Finalmente se
realizd la lectura en un equipo PR 521 de la tecnologia SUMA del Centro de
Inmunoensayo. Todo el trabajo lo realizd un mismo analista en iguales condiciones de

laboratorio.



RESULTADOS

Se tomé aleatoriamente de la tabla 1 la muestra # 199 con una concentracion inicial
de 6.3 Ul/ml (<10 UI/ml) y conservada a -30 °C. El test de titulacion fue realizado 50
veces en cinco oportunidades diferentes, por lo que se obtuvo un valor minimo de 4
UI/ml, un maximo de 9,7 UI/ml, la media de 5,76 Ul/ml, la DE de 1, 18 y el coeficiente
de variaciébn de 20, 49 %. Con estos resultados y aceptando que cualquier
determinacion reiterada de la misma muestra, con un 95 % de probabilidades, caeria
en el rango de la media mas o menos dos DE, se obtiene una variabilidad permisible
de 4, 72 UI/ml en un rango que oscila de 3, 40 a 8, 12 Ul/ml.

Se tomaron los primeros 25 valores para calcular la X y DE. Se obtuvieron los valores
siguientes:

X=5, 97 DE=1, 23

Estos son similares a los obtenidos analizando las 50 determinaciones. Con ellos se
confeccioné una carta de precision y se plotearon los resultados de las ultimas 25
determinaciones. Se obtuvo que 18 estan entre la media mas o menos una DE, 6 caen
entre uno y dos DE y una sola determinacion cae mas alld de dos DE, por lo que
podemos decir que aun cuando el CV fue elevado se logré buena precision en los
resultados, con un ligero cambio de exactitud a causa de la ubicacién de la mayoria de

los valores entre la X y menos una DE (Fig. 1).
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Fig. 1. Resultado de 25 determinaciones

Se siguid igual procedimiento con las muestras de concentraciones con mas de 10
UI/ml tomando de éstas la # 233, cuya concentracion inicial fue de 18, 0 UI/m y su
estudio dio una X de 15, 6 UI/ml, una DEde 1, 50 y un CV de 9, 62.

El analisis de esta muestra arroja una variabilidad de 6 UI/ml con limites de confianza
de = 2 DE, que oscilaria de 12, 6 a 18, 6 UI/ml.

Se tomaron los primeros 25 valores de los test realizados, se alcanzé una X de 15, 58
y una DE de 1,36. Se confecciond la carta de precisién (Fig. 2) donde se ubicaron los
25 valores restantes, se observd que casi todos los resultados estuvieron alrededor de
la X en el limite de £ una DE; y solamente siete valores entre una y dos DE y dos
casos mas allda de DE. La exactitud y precision son buenas, al obtenerse mejores
resultados que con la muestra # 199 (<10 UI/ml), a pesar de que la variabilidad es

mayor con un rango de 6 UI/ml.
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Fig. 2. Carta de precision con las 25 determinaciones restantes

Por otro lado, las 34 muestras seleccionadas para el estudio fueron chequeadas
durante cinco semanas consecutivas, todas a la vez en la misma placa de reaccion. Los
valores de las 17 muestras de concentracion menor de 10 UI/ml fueron conservadas

de 2 a8 °C y a -30 ©C, respectivamente (tabla 1).
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Tabla 1. Valoracion de la repetibilidad del UMELISA Tetanus

en muestras con concentraciones menores de 10 UI/ml

Conservadas de 2 a 8 °C

1
7,3
6,3
8,4
7,5
9,5
7,9
7,0
6,0
6,1
8,0
5,4
6,5
8,0
5,5
8,0
7,2
8,4
9,5
5,4
7,24

1,13

Semanas

2 3 4
7,8 6,2 93
6,3 57 6,3
9,6 8,5 10,2
10,5 7,7 8,4
10,9 8,5 8,4
75 6,1 6,7
9,7 7,6 7,3
73 69 8,7
7,8 65 7,8
81 7,2 8,5
7,1 6,6 7,1
88 7,5 6,3
88 8,7 8,0
5,7 7,3 5,9
8,7 85 83
7,7 80 6,7
84 68 7.2
10,9 8,7 10,2
57 57 59
8,28 7,31 7,71
1,38 0,92 1,17

7,1
4,6
7,0
6,8
7,3
5,7
6,6
5,9
7,9
6,9
4,9
6,2
6,5
5,5
7,8
7,5
7,0
7,9
4,6
6,54

0,96

4,6
5,1
7,2
6,7
7,9
5,6
6,3
7,6
5,8
8,1
5,7
6,7
7,9
5,7
6,4
6,4
8,8
8,8
4,6
6,60

1,16

7,2
5,6
6,7
7,1
9,4
6,6
6,9
7,3
7,0
8,1
5,9
7,2
8,8
6,2
8,7
6,7
9,5
9,5
5,6
7,35

1,16

Semanas
3 4
59 7,6
4,5 5,3
56 6,8
6,4 5,3
7,6 8,2
7,4 8,3
6,4 6,2
6,2 6,9
7,0 8,2
7,2 9,5
5,0 5,7
56 6,7
7,4 7,9
4,7 51
7,4 8,2
6,4 8,4
9,8 8,8
98 9,5
45 5,1
6,50 7,24
1,30 1,36

Conservadas a 30 °C

6,3
4,6
6,1
7,3
6,2
6,8
5,5
8,9
6,1
8,5
4,7
5,0
6,7
3,7
6,4
5,3
6,7
8,9
3,9
6,19

1,30



A cada grupo de valores se le determind la media y desviacion estandar y se aplico el
test de hipdtesis de comparacién de las diferencias de las medidas para determinar si
habia concordancia en los resultados o si existian diferencias significativas entre los
grupos.

En el analisis se encontré que en las muestras almacenadas de 2 a 8 °C hubo
diferencias significativas para un nivel de 0 <=0, 05, entre la primera y segunda, asi
como entre la primera y quinta determinaciones.

En las muestras congeladas a -30 °C se encontraron diferencias significativas entre la
primera y segunda. Al comparar los resultados de la muestra conservadas de 2 a 8 °C
con aquellas conservadas a -30 ©°C, hubo diferencias significativas en las
determinaciones de la segunda y tercera semanas. En el resto del estudio realizado no
hubo diferencias significativas.

En cuanto a las 17 muestras escogidas con concentraciones iniciales mayores de 10
UI/ml (tabla 2) se les aplicé el mismo procedimiento estadistico ,se encontraron
diferencias significativas entre la primera y segunda y entre la primera y cuarta
determinaciones en aquellos conservadores de 2-8 °C. No se detectaron diferencias
significativas en el grupo de muestras con concentraciones mayores de 10 UI/ml

conservadas en congelacién a -30 °C.



Tabla 2. Valoracion de la repetibilidad del UMELISA Tetanus en

muestras con concentraciones superiores a 10 UI/ml

Conservadas de 2 a 8 °C Semanas Conservadas a —30 °C Semanas
Muestra 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
149 6,8 8,7 7,6 9,7 9,6 78 79 7,0 7,4 6,1
151 81 10,6 9,3 10,4 10,7 82 94 76 9,5 7,4
165 12,7 13,9 12,5 14,4 14,1 13,1 13,0 12,4 14,4 11,9
171 i0,8 11,1 9,9 11,3 10,4 10,1 10,5 9,1 8,9 9,3
180 149 14,1 13,9 20,0 17,5 13,5 16,7 13,5 17,1 14,6
181 10,8 13,1 11,3 14,0 12,6 11,8 11,6 10,0 11,0 10,7
183 10,7 12,0 10,1 11,7 11,0 12,5 11,1 9,8 11,0 10,5
185 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
190 12,7 14,7 12,2 16,6 11,7 11,4 11,8 12,8 11,5 10,5
192 11,6 14,5 11,8 14,7 12,9 11,5 14,1 11,1 13,3 11,2
196 15,6 15,9 14,8 17,2 14,8 12,5 14,7 14,1 15,5 13,6
207 16,7 20,0 14,4 20,0 17,8 14,9 17,0 15,6 20,0 18,1
211 10,8 12,5 12,1 12,0 12,1 10,4 11,2 11,1 12,3 10,6
212 12,7 16,1 11,8 14,0 11,8 11,8 12,5 11,0 14,5 10,4
233 14,1 17,3 14,8 17,1 12,7 14,5 17,0 14,8 20,0 16,5
243 11,7 14,3 11,8 16,7 12,1 10,9 11,5 10,5 11,.6 10,5
13 12,4 16,6 14,8 20,0 12,4 12,7 13,7 13,6 16,0 13,6
MAX 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
MIN 6,8 8,7 7,6 9,7 9,6 7,8 79 7,0 7,4 6,1
X 12,54 14,72 12,53 15,28 13,30 12,2 12,2 12,0 13,80 12,1
DE 3,27 2,82 3,52 2,85 2,8 4,14 3,18 3,93 3,61

3,13



Por ultimo, al comparar los resultados de las muestras conservadas de 2 a 8 °Cy a -
30 ©C, con concentraciones mayores de 10 UI/ml, tampoco se observaron diferencias

significativas.

DISCUSION

De todo este trabajo podemos decir que, a pesar de lo referido inicialmente, el
UMELISA Tetanus como juego de reactivos para la seleccion de donantes con alto titulo
de antitoxina tetdnica ° tiene exactitud y precisién cuando se repite una muestra un
numero determinado de veces, la variabilidad del método, dentro de los limites de
confianza, hace que cuando se estudian grupos de muestras de forma repetida se
produzcan en ocasiones diferencias significativas entre los resultados, los que se ven
mas frecuentemente en muestras con concentraciones bajas, independientemente del
tiempo de almacenamiento de la muestra en el término de cinco semanas en que se
realiza el estudio.

Por otro lado, la temperatura de conservacion también parece influir, pues mayores
diferencias se ven en aquellas muestras conservadas de 2 a 8 °C.

En las conservadas a -30 °C soélo hay diferencias significativas entre la primera y
segunda determinaciones en el grupo con concentraciones inferiores a 10 Ul/ml, que a
nuestro juicio no es dependiente de la técnica en cuestion. Finalmente, el valor
absoluto de los resultados de la pesquisa es muy importante. En el grupo en que la
concentracion es mayor de 10 UI/ml no se observan diferencias significativas al
comparar los resultados de las conservadas de 2 a 8°C con respecto a las conservadas
a -30 °C durante las cinco semanas de duracién del estudio, que debe ser la
temperatura de conservacién de las muestras del programa hasta tanto sean
pesquisados.

La realizacién de los pesquisas por duplicado y tomando el valor medio o por triplicado,
y la mediana como valor real, ayudaria a mejorar esta situacion.

De igual forma, el establecimiento de un programa de control externo de la calidad en
UMELISA Tetanus, permitird conocer la calidad del trabajo de los laboratorios vy

monitorear la marcha del programa.



CONCLUSIONES

1. El Kit UMELISA Tetanus brinda una buena exactitud y precision en los resultados
obtenidos.

2. Las muestras con concentraciones mayores del10 UI/m| muestran mejor precision.

3. La temperatura éptima de conservacién de las muestras previas al ensayo es de-
300C.

4, El tiempo de conservacion de las muestras hasta la realizacién del ensayo en el
término de cinco semanas que duré el estudio no influye de forma significativa en los

resultados obtenidos.
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