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RESUMEN

Se evalué la precision y exactitud del kit UMELISA en la dosificacion de 1gG
antitétanos. Se estudi6 la variabilidad de la concentracion de anticuerpos en
funcion del tiempo y la temperatura de almacenamiento en 34 donantes especiales
de plasma hiperinmune antitetanico inmunizados con la vacuna toxoide tetanico
de produccién nacional y sometidos a procedimientos de donacién por
plasmaféresis automatizada. Se escogieron 2 grupos de estudio segun la
concentracion de inmunoglobulinas séricas (<10 Ul/mL y >10 Ul/mL) y se
trabajaron con muestras conservadas a —30 °C y de 2 a 8 °C. Las pruebas
estadisticas utilizadas en el procesamiento de la informacion arrojaron que la
técnica es precisa y exacta, y que las mayores fluctuaciones ocurren cuando los
titulos son bajos y se conservan a temperaturas entre 2 y 8 °C.

DeCS GAMMAGLOBULINAS/inmunologia; ANTICUERPOS/farmacologia;
TECNOLOGIA MEDICA/métodos; DONADORES DE SANGRE;
PLASMAFERESI S/métodos.

En nuestro pais comenz6 a desarro- incorporé al programa utilizando el
[larse desde 1996 la obtencion de plasma procedimiento ético e inocuo de plasma-
hiperinmune antitetanico a partir de féresis*® productiva automatizada en
donantes seleccionados con altos titulos personas previamente inmunizadas con la
de anticuerpos,* destinado ala produccion vacunadel toxoide tetanico.*
de gammaglobulina antitetanicade origen El monitorajede titulo de anticuerpos
humano. Este mismo afio, el Banco de antitetanicos por la tecnologia SUMA
Sangre Provincial de Camagiey se permitevalorar evolutivamentelarespuesta

1 Banco de Sangre Provincial de Camagiiey.
2 Planta de Hemoderivados, Ciudad de La Habana.



humoral de los donantesy obtener de esta
formaun plasmade calidad Optimaparala
produccion de inyectables.>®

En €l presente trabgjo se realiz6 una
evaluaciondelaprecisiony exactitud dela
técnicaUMEL| SA paraladeterminacionde
IgG antitétanos en suero humano.

METODOS

Se escogi 6 a eatoriamente un grupo de
donantes especiales de plasma
hiperinmune antitetanico (n = 34) y se
agrupd en 2, uno con concentraciones
inferiores a 10 Ul/mL y otro con
concentraciones mayores de 10 Ul/mL.
Ambos se subdividieron en otros 2, uno
con muestras conservadasde2a8°Cy «
otro conservado a - 30 °C en aicuotas que
fueron descongeladas durante el
procedimiento solo unavez. Los 4 grupos
fueron estudiados a la vez en una misma
placadel kit UMELISA Tetanus durante 5
semanas consecutivas. A las muestras
agrupadas se les caculé lamedia (X) y la
desviacion esténdar (DE), empleando €l test
de hipétesis de comparacion de las
diferenciasdelasmedias(Microgtat). Setuvo
en cuentalatemperaturade d macenamiento,
laconcentraciény € momento de gecucién
delaprueba, paraestablecer s lasdiferencias
eran estadisticamente significativas con un
nivel designificacionafa<=0,05. Ademas, 2
muestras, unacon concentraciones< 10 U1/
mL y otracon concentraciones> 10 Ul/mL,
ambas conservadas a - 30 °C setestaron 50
veces cadaunaen 5 ocasiones diferentes, y
seestablecid e valor méximoy minimo, X,
DE vy €l coeficiente de variacion (CV). El
estudio se realiz6 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 de
LaHabana
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Las muestras de suero fueron diluidas
1: 400 con suero de carnero a 50 % y se
colocaron 10 L deestadiluciénenlastiras
de reaccién conjuntamente con una curva
estandar preparada a partir de un suero
control de50 UI/mL deconcentracion; luego
se incubaron durante 30 min a 37 °C en
camara humeda. A continuacioén se
efectuaron 4 ciclos de lavado con solucion
tampdn de tris-cloruro de sodio-tween 20
con €l lavador automético de placasMAS-
201, después se afadieron 10 mL de
conjugado anti 1gG/fosfatasa acalina en
cada uno de los pocillos de reaccidon y se
incub6 nuevamente durante 30 mina37 °C.
Posteriormente se lavaron las placas en 4
ocasionesy se afiadié sustrato fluorigénico,
y se dgjé incubar a temperatura ambiente
hasta lograr una fluorescencia del quinto
punto de la curva entre 100-150 U.
Finamente serediz6 lalecturaen un equipo
PR 521 delatecnologia SUMA del Centro
deInmunoensayo. Todo € trabgjoloreaizéd
un mismo analista en iguales condiciones
delaboratorio.

RESULTADOS

Se tomé aleatoriamente la muestra
#199 con una concentracion inicial de
6,3Ul/mL (<10Ul/mL)y conservadaa - 30
°C. El test detitul acion fuerealizado 50 veces
en 5 oportunidades diferentes y se obtuvo
un valor minimo de 4,0 Ul/mL, un valor
maximo de 9,7 Ul/mL, lamediafuede5,76
Ul/mL, ladesviacion estandar de 1,18y €l
coeficiente de variacién de 20,49 %. Con
estos resultados y aceptando que cualquier
determinacioén reiterada de la misma
muestra, con un 95 % de probabilidades,
caeriaen e rango deX + 2 DE, obtenemos
unavariabilidad permisiblede4,72 Ul/mL,
enunrango queoscilade3,40a8,12 Ul/mL.



Setomaronlosprimeros25 valorespara
calcular X y DE y se obtuvieron los
siguientes valores:

X =597 y DE=123

loscualesson similaresalosobtenidos
analizando las 50 determinaciones. Conelo
confeccionamos una carta de precisiéon y
ploteamos |os resultados de las Ultimas 25
determinaciones y encontramos que 18
estanentre X +1DE, 6caenentrely 2DE
y 1 soladetermincacion > 2 DE; por lo que
podemos decir que aun cuando el
coeficiente de variacion es elevado, se
obtuvo buena precisién en los resultados,
con un ligero cambio de exactitud debido a
la ubicacion de la mayoria de los valores
entre X ymenos1DE (fig.1).

25 Concentracion IgG Anti

Se siguid igua procedimiento con las
muestras con concentraciones de més de
10 Ul/mL. De estas setomo la# 233, cuya
concentracion inicial fuede18,0UlI/mLy
su estudio diouna X = 15,6 Ul/mL, con
unaDE=1,50y unCV =9,62.

El andlisis de esta muestraarrojauna
variabilidad de 6 Ul/mL, con limites de
confianzade+ 2 DE, queoscilariande 12,6
alg6ul/mL.

Tomando los primeros 25 valores de
los test realizados y calculando con ellos
Xy laDE, seobtuvo unaX = 15,58 con una
DE =1,36. Con éllo confeccionamoslacarta
de precision (fig. 2), donde se ubicaron los
25 valores restantes. Se observo que cas
todos los resultados cayeron alrededor de
lamediaen € limitede+ 1 DE, y solo 7
valoresestuvieronentrely 2 DEy 2 casos
mésallade2 DE.

Tetanus (Ul/mL)
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FIG. 1. Carta de precisién No. 1.
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FIG. 2. Carta de precision No. 2.

Al observar la figura 2 vemos que la
exactitud y precisién son buenas; se
obtuvieron mejores resultados que con
lamuestra199 (< 10 Ul/mL), apesar que
lavariabilidad es mayor, con unrango de
6Ul/mL.

Por otro lado, las 34 muestras
seleccionadas para el estudio fueron
chequeadas durante 5 semanas consecutivas
todasala vez enlamismaplacade reaccion.
Los valores de las 17 muestras con
concentracion < 10 Ul/mL fueron
conservadas de 2 a8 °C y amenos 30 °C,
respectivamente (tabla 1).

A cada grupo de valores se le
determin6X la y laDEy seaplic el test de
hipétesis de comparacion delasdiferencias
de las medias, para determinar si habia
concordancia entre los resultados o si
existian diferencias significativas entre
los grupos. En el andlisis se encontré que
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en las muestras almacenadas de 2 a 8 °C
hubo diferencias significativas, para un
nivel de alfa <= 0,05, entre laprimeray
segunda, asi como entre la primeray la
quintadeterminacion.

En las muestras congeladas a-30 °C
se encontraron diferencias significativas
entre laprimeray lasegunda.

Al comparar los resultados de las
muestras conservadas de 2 a 8 °C con
aquellas conservadas a -30 °C, hubo
diferencias significativas en las determi-
naciones de la segunda y tercera semanas.
En € resto del estudio realizado no hubo
diferenciassignificativas.

En cuanto alas 17 muestras escogidas
con concentraciones iniciales mayores de
10 Ul/mL (tabla 2) seles aplicé el mismo
procedimiento estadistico y se encontro la



TABLA 1. Valoracion de la repetibilidad del UMELISA Tetanus en muestras con concentraciones menores de 10 Ul/mL

Conservadas de2a8°C Conservadas a-30°C
Semanas Semanas
Muestra 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
172 73 78 62 93 71 4.6 72 59 7.6 6,3
173 6,3 63 57 6,3 4,6 5,1 5,6 45 53 46
177 84 96 85 10,2 70 72 6,7 56 6,8 6,1
186 75 105 7,7 84 6,8 6,7 7,1 6,4 53 73
187 95 109 85 84 73 79 94 76 82 6,2
197 79 75 61 6,7 57 56 6,6 74 83 6,8
199 7,0 97 76 73 6,6 6,3 6,9 6,4 6,2 55
202 6,0 73 69 87 59 76 73 6,2 69 89
204 6,1 78 65 7.8 79 58 7,0 70 82 6,1
213 8,0 81 72 85 69 8,1 8,1 72 95 85
2 54 71 66 71 49 57 59 5,0 57 47
6 6,5 88 75 6,3 6,2 6,7 72 56 6,7 5,0
10 8,0 88 87 8,0 6,5 79 838 74 79 6,7
214 55 57 73 59 55 57 6,2 47 51 37
223 8,0 87 85 83 78 64 87 74 82 6,4
231 7.2 77 80 6,7 75 6,4 6,7 6,4 84 53
245 84 84 68 72 70 88 95 9.8 838 6,7
Méx. 95 109 87 10,2 79 88 95 9.8 95 89
Min. 54 57 57 59 4.6 4.6 5,6 45 51 39
X 724 828 731 771 654 6,60 735 650 724 6,19
DE1,13 1,38 092 1,17 0,96 1,16 1,16 1,30 1,36 1,30

TABLA 2. Valoracién de la repetibilidad del UMELISATetanus en muestas con concentraciones superiores a 10 Ul/mL

Conservadas de2a8°C Conservadas a-30°C
Semanas Semanas
Muestra 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
149 68 87 76 97 9,6 7.8 79 7,0 7.4 6,1
151 81 106 93 104 107 82 94 76 95 74
165 12,7 139 125 14,4 141 13,1 13,0 12,4 14,4 11,9
171 10,8 11,1 99 11,3 104 10,1 10,5 9,1 89 93
180 149 141 139 20,0 175 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 11,7 110 12,5 11,1 9.8 11,0 105
185 20,0 20,0 20,0 200 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
190 12,7 147 122 166 11,7 11,4 11,8 12,8 11,5 105
192 11,6 145 11,8 147 129 11,5 14,1 111 133 11,2
196 156 159 14,8 17,2 14,8 12,5 14,7 141 15,5 13,6
207 16,7 20,0 144 20,0 178 14,9 17,0 15,6 20,0 181
211 10,8 125 12,1 12,0 121 10,4 11,2 111 12,3 10,6
212 12,7 16,1 11,8 140 118 11,8 12,5 11,0 145 104
233 141 17,3 14,8 171 12,7 14,5 17,0 14,8 200 165
243 11,7 143 11,8 16,7 121 10,9 11,5 10,5 11,6 10,5
13 124 166 148 20,0 144 12,7 13,7 13,6 16,0 136
Méx. 20,0 20,0 20,0 200 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Min. 68 87 76 97 9,6 7.8 79 70 74 6,1
X 1254 14,72 12531528 13,30 12,2 12,2 12,0 1380 12,1
DE 313 327 282 352 2,85 28 4,14 3,18 393 361
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existenciadediferenciassignificativasentre
laprimeray segunday entre laprimeray
cuarta determinaciones en aquellos
conservados de 2 a 8 °C, pero no se encon-
traron diferencias significativas en € grupo
de muestras con concentraciones mayores de
10UI/mL conservadasen congdaciona - 30°C.
Por ultimo, al comparar los resultados
delasmuestrasconservadasde2a8°Cy a
- 30 °C con concentraciones > 10 Ul/mL,
tampoco se observaron diferencias estadis-
ticamentesignificativas.

DISCUSION

A pesar de lo referido inicialmente
acercade queel UMELISA como juego de
reactivos paralasel eccion de donantes con
alto titulo de antitoxina teténica,® tiene
exactitud y precision cuando se repite una
muestra un nimero 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
diferenciassignificativasentrelosresultados,
lo cual se observa més frecuentemente con
muestras con concentraciones bajas,
independientemente del tiempo de
amacenadalamuestraen el término delas
5 semanas en que se realizo €l estudio.

Por otro lado, la temperatura de
conservacion también pareceinfluir, pueslas
mayores diferencias se observaron en
aquellas muestras conservadas de 2 a 8 °C.
En las conservadas a -30 °C sélo se
observaron diferenciassignificativasentrela
primera y segunda determinacién en el
grupo con concentraciones inferiores a 10
Ul/mL, que a nuestro juicio, no es
dependiente de la técnica en cuestioén.
Finalmente, el valor absoluto de los
resultados del pesquisaje es muy
importante, puesvemos que en el grupo en
que la concentracion es > 10 Ul/mL no se
observan diferencias significativas al
comparar los resultados de los conservados de
2a 8°C conlasde conservacion amenosde
30 °C. Tampoco existieron diferencias
significativas dentro del grupo conservadoa
- 30 °C durante las 5 semanas de duracion dd
estudio, que debe ser la temperatura de
consarvaciondelasmuestrasdd programahasta
tanto sean pesquisados.

Realizar |ospesquisagjespor duplicado
y tomar el valor medio, o por triplicado, asi
como lamedianacomo valor real, ayudaria
ameorar estasituacion.

Por otrolado, el establecimiento deun
programa de control externo de la calidad
en UMELISA Tetanus, permitiria conocer
lacalidad del trabajo de los laboratorios y
monitorear lamarchadel programa.

SUMMARY

Accuracy and precision of UMELISA kit was evaluated in anti-tetanic 1gG
dosing. The variability of antibody concentration as a function of time and
storage temperature was assessed in 34 special donors of hyperimmune anti-
tetanic plasma, immunized with Cuban-made tetanus toxoid vaccine and subjected
to donation methods by automated plasmapheresis. Two study groups were
chosen according to serum immunoglobulin concentrations (< 10 Ul/ml and
> 10 Ul/ml) and samples were preserved at —30 °C and at 2-8 °C were used . The
statistical tests in the data processing yielded that this technique is accurate and
precise ant that the highest fluctuations occur when titers are low and kept at
2-8C temperatures.

Subject headings: GAMMMAGLOBULINS/immunology; ANTIBODIES/
pharmacology; TECHNOLOGY, MEDICAL/methods; BLOOD DONORS;
PLASMAPHERESI S/methods.
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