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Se desarrollé6 un ensayo inmunoenzimatico en fase sélida (ELISA) de tipo indirecto para la cuantificacion de
antitoxina tetanica en suero humano, con el empleo de un estandar previamente calibrado. Las imprecisiones
intra e interensayo fueron de alrededor del 10%. Este ensayo mostr6 una excelente exactitud, con valores de
recuperacion entre 90% y 110%. Las desviaciones del paralelismo estuvieron por debajo del 10%; éstas se
evaluaron mediante diluciones que involucraban el rango de trabajo de la curva estandar. El limite de deteccidn
fue 0,0016 Unidades Internacionales por mL (Ul/mL). El ensayo mostré una buena correlacion con la prueba de
neutralizacion (R2=0,9862). La ecuacion de ajuste lineal fue: ELISA = 0,993 ensayo de neutralizacion — 0,2143.
Se cuantifico la antitoxina tetdnica en muestras de suero de 408 nifios entre 1 a 5 afios de edad, aleatoriamente
seleccionados en Ciudad de La Habana y cada edad se analizé por separado. La mayor respuesta se alcanzé a
los 2 afios de edad, al completarse el esquema basico de inmunizacion. Todos los nifios presentaron valores

superiores al nivel minimo protector (0,01 Ul/mL).
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Introduccion

El tétanos es causado por la accion de la toxina tetanica o
tetanospasmina, una potente neutoroxina que es
producida durante el crecimiento del Clostridium tetani.
Esta toxina inactivada con formaldehido se convierte en
toxoide, el cual ha sido usado como vacuna monovalente
en la inmunizacién de adultos, o como componente de las
vacunas combinadas: difteria-pertussis-tétanos (DPT) o
difteria-tétanos (DT) para la inmunizacién de nifios. La
vacuna combinada difteria-tétanos (dT) para adultos,
contiene la cantidad normal de toxoide tetanico y una
cantidad reducida de toxoide diftérico. La DPT es la
matriz principal para otras vacunas combinadas y el
toxoide tetanico es usado habitualmente como proteina
portadora en vacunas conjugadas (1-4).

El tétanos es aln un grave problema de salud. La
mortalidad mundial alcanz6 en 1999 la cifra de 410 000
personas, incluyendo 215 000 casos de tétanos neonatal,
y es la tercera causa de muerte entre las enfermedades
inmunoprevenibles, Unicamente superado por la hepatitis
B y el sarampion (5).

La inmunidad contra el tétanos es inducida solamente
mediante la inmunizacion; las personas no inmunizadas
corren el riesgo de adquirirla a través de heridas
contaminadas, incluyendo el mufidén umbilical. La

recuperacion clinica de tétanos no protege contra nuevas
infecciones (1).

La antitoxina tetanica puede ser medida por técnicas in
vivo e in vitro. Las pruebas de neutralizaciéon in vivo
miden directamente la actividad bioldgica de la antitoxina
tetdnica en animales de laboratorio, generalmente
ratones. Las pruebas de neutralizacion son sensibles y
especificas, sin embargo son caras, requieren durante
mucho tiempo personal altamente entrenado, un gran
namero de animales y relativamente gran volumen de
suero para su ejecucion (1, 6).

La interaccion entre la antitoxina y la toxina tetanica (o
toxoide) puede ser medida por diferentes ensayos in vitro,
entre ellos la hemaglutinacion pasiva, el radio-
inmunoensayo y el ensayo inmunoenzimatico (ELISA).
Estas técnicas son simples, sensibles, rapidas y menos
caras que los métodos de neutralizacion in vivo, sin
embargo son menos especificas. Por lo tanto, os
resultados de las técnicas in vitro deben ser interpretados
cuidadosamente y verificados contra los métodos de
neutralizacion (1, 7).

Las técnicas in vitro para el control de la vacunacion y
pesquisajes seroepidemiolégicos deben ser capaces de
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detectar niveles minimos protectores de antitoxina
tetanica.

Como no existen estuches comerciales capaces de
detectar esas concentraciones (1), nos propusimos
desarrollar una técnica ELISA para la determinacion
cuantitativa de antitoxina tetanica como un procedimiento
alternativo a los métodos in vivo, que permita conocer la
inmunidad contra el tétanos y evaluar la respuesta al
componente tetdnico en vacunas combinadas que se
desarrollan en nuestro pais.

Materiales y Métodos
Antigeno

Como antigeno de captura se usé toxoide tetanico
altamente purificado producido por el Instituto Finlay (La
Habana, Cuba), lote No. 007-97, con 1320 unidades de
floculacién por mL (Lf/mL) y 0,73 mg de proteina por mL,
lo cual implica una pureza de 1808 Lf/mg de nitr6geno
proteico.

Suero Estandar

Se prepar6 a partir de la mezcla de 10 sueros
provenientes de donantes de sangre para
inmunoglobulina tetanica. Este suero estandar fue
cuidadosamente estudiado contra el suero local de
referencia (lote ATTRN(1)/1999) mediante la prueba de
neutralizacion en ratones (6), previamente -calibrado
contra el segundo estandar internacional de la OMS para
antitoxina tetanica (antisuero de caballo hiperinmune con
1400 Ul/ampula) (8) y ajustado a 0,96 Unidades
Internacionales por mL (Ul/mL) con albimina sérica
humana al 6% (p/v). La actividad maxima de trabajo fue
de 0,016 Ul/mL, después de diluido con amortiguador
fosfato salino 0,15 M, pH 7,2, con 0,05% (v/v) de Tween
20 (AFST) y 3% (p/v) de leche descremada (Merck, RFA).

Procedimiento ELISA

Se sensibilizaron placas ELISA (COSTARDO Cat. N°3590,
Cambridge, Ma, USA) con 100 pL de toxoide tetanico por
pocillo a una concentracién de 10 Lf/mL en amortiguador
carbonato, bicarbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6. El
toxoide no adsorbido se eliminé lavando la placa cuatro
veces con 300 pL de AFST por pocillo.

La curva de calibracion se preparé con seis diluciones
doble seriadas del suero estandar en AFST con 3% (p/v)
de leche descremada (AFSTM). Los sueros de prueba se
diluyen inicialmente 1:200 en AFSTM; si la actividad
obtenida fue mayor que 3,2 Ul/mL se hicieron diluciones

mayores, si la actividad fue menor de 0,1 Ul/mL se
diluyeron 1:20.

Se afiadieron 100 pL de cada solucién en duplicado a los
pocillos y se incubaron las placas 1 hora a 37°C. Después
de lavar como se indico, se afiadieron 100 pL de
conjugado por pocillo (anti-lgG humana en cabra:
fosfatasa alcalina) (Sigma A0287, St Louis, MO, USA)
diluido 1:2000 en AFSTM y las placas se incubaron
nuevamente 1 hora a 37°C. Después de lavar se afade
en cada pocillo 100 uL del sustrato p-nitrofenil fosfato
(Sigma 1047 USA) a una concentracién de 1 mg/mL,
diluido en amortiguador dietanolamina 0.92 M, pH 9,8.
Las placas se incubaron entre 20-25 °C por 30 min y las
absorbancias se midieron en un lector de placas ELISA
(Anthos 2001, Labtec Instruments, Austria) a 405 nm.

Los valores de absorbancia se transforman a Ul/mL con
un programa desarrollado por el Centro para el Control de
Enfermedades, Atlanta, GA (9, 10). Se us6 la funcion
logistic-log de 4 parametros para construir la curva de
referencia. La validacién y determinacién cuantitativa de
antitoxina tetanica se hicieron con el paquete de
programas ELISA (9, 10).

Parametros de validaciéon
a) Precision

Se analizé con cinco sueros de altos, medios y bajos
niveles de antitoxina tetanica. El coeficiente de variacion
(CV) se uso para expresar las variaciones. Se hicieron 10
y 3 replicados respectivamente para las pruebas intra e
interensayo (11, 12).

b) Exactitud

La exactitud se estudié con una prueba de recuperacion.
Cinco muestras de suero con altos, medios y bajos
niveles de antitoxina se diluyeron 1:2 con un suero
negativo. El valor esperado se definié como la mitad del
valor de la muestra no diluida. La exactitud se expreso
como el porcentaje entre el valor obtenido y el valor
esperado ([valor obtenido / valor esperado] X 100%) (11,
12).

c¢) Evaluacion de la curva estandar

La curva estandar se evalu6 con un ensayo de
paralelismo o dilucién. Cinco muestras de suero que
abarcaban altos, medios y bajos niveles de antitoxina se
estudiaron en tres diluciones con AFSTM, cubriendo el
rango de trabajo de la curva estandar. El CV entre el valor
observado a estas diluciones (luego de la correccion por
el factor de dilucién) fue usado para evaluar el
paralelismo (11, 12).
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d) Limite de deteccién

Se hicieron 52 réplicas del blanco reactivo (AFSTM) y de
una muestra de suero proveniente de un paciente con
tétanos clinico. El promedio méas dos desviaciones
estandar (X+2DE) se tomé como estimado del limite de
deteccion.

e) Correspondencia entre el ELISA y la prueba de
neutralizacion

Para establecer la correspondencia entre el ELISA y la
prueba de neutralizacion usada como referencia, se
estudiaron por ambas técnicas 29 muestras diferentes de
suero. Considerando los valores obtenidos por el ensayo
de neutralizacién como referencia (variable independiente
X), se calculé la ecuacion de regresion por el método de
minimos cuadrados. Se compararon los valores medios
de los valores de actividad de antitoxina tetanica de
ambas distribuciones por la prueba t de Student para
muestras apareadas, después que se verificd la
normalidad de la distribucién con la prueba Chi cuadrado
(11, 12). Los calculos estadisticos se realizaron con el
programa Statgraphic (13) en una computadora IBM
compatible.

Aplicacion Técnica

Asumiendo una seroprevalencia de antitoxina tetanica del
90%, 95% de confiabilidad, una precisiéon del 5% y un
muestreo estratificado, se calculé un tamafio muestral de
al menos 342 nifios entre 1-5 afios de edad (14). El
reclutamiento se aumenté para compensar las pérdidas.
Los nifios se seleccionaron aleatoriamente en Ciudad de
La Habana en 1998, después que los padres dieron su
consentimiento por escrito. Los sueros se almacenaron a
-20°C hasta su procesamiento por el ELISA previamente
descrito. Se calculé la media geométrica y el intervalo de
confianza al 95% previa transformacion logaritmica de las
distribuciones de valores de actividad de antitoxina
tetanica (13).

Resultados y Discusién

La toxina tetanica, a diferencia de la diftérica, no produce
un efecto dermonecrético o citopatico, por lo que no
pueden usarse ensayos basados en estos principios para
evaluar la actividad de la antitoxina tetanica, que puede
ser medida por otros métodos in vivo o in vitro (1).

La neutralizacién in vivo es una prueba muy sensible pero
engorrosa. Los métodos para la evaluacion de antitoxina
tetanica se basan en la propiedad neutralizante del suero
sobre dosis conocidas de toxina, la cual al quedar libre se
detecta en animales. Se utiliz6 el método basado en las
proporciones de ratones que mueren y sobreviven al final
de un periodo determinado de tiempo después de
inocular la mezcla suero-toxina (1, 6).

Los métodos in vivo se basan en la capacidad funcional
de la antitoxina para neutralizar la toxina. En contraste,
algunas pruebas in vitro detectan no solamente los
anticuerpos neutralizantes, por lo tanto las pruebas de
neutralizacion in vivo deben ser usados para calibrar y
verificar las pruebas in vitro destinados al uso rutinario (1,
7).

Entre ellas, la hemaglutinacion pasiva tiene como
principal desventaja su sensibilidad preferencial por la
IgM, que es incapaz de neutralizar la toxina tetanica. El
radioinmunoensayo tiene una alta sensibilidad, sin
embargo sus reactivos y equipamiento son caros, la
técnica requiere de personal altamente entrenado y el
material radioactivo representa un riesgo potencial. El
ELISA sin embargo, es una prueba muy (util, pues su
sensibilidad es semejante al radioinmunoensayo y puede
procesarse lo mismo un ndmero pequefio como uno
grande de muestras (1). Se desarroll6 por tanto un ELISA
indirecto que usa el toxoide tetanico como antigeno de
captura.

Las variaciones intra e interensayo que reflejan la
precision de este ELISA se muestran en las Tablas 1y 2.
El ensayo es reproducible con CV alrededores del 10%.

Tabla 1. Precision intraensayo del ELISA para la cuantificacion de antitoxina tetanica

Muestras Placa N°1 Placia N°2 Placa N°3
n=10 X (Ul/mL) CV (%) X (Ul/mL) CV (%) X (Ul/mL) CV (%)
1 3,796 12,50 3,754 7,70 3,811 6,80
2 1,641 9,79 1,715 8,73 1,795 11,08
3 0,587 9,37 0,620 8,10 0,610 5,69
4 0,224 8,44 0,234 5,95 0,228 551
5 0,016 8,51 0,017 8,91 0,015 8,21

X = Promedio.
CV = Coeficiente de variacion.
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Tabla 2. Precision interensayo (n=3) del ELISA para la
cuantificacién de antitoxina tetanica

Muestras X (U/mL)  DE (U/mL)  CV (%)
1 3,787 0,0295 0.78
2 1,717 0,0771 4,49
3 0,606 0,0172 284
4 0,228 0,0054 235
5 0,016 0,0008 5,27

X = Promedio.
DE = Desviacion estandar.
CV = Coeficiente de variacion.

La inexactitud de una prueba brinda informacién sobre
errores sistematicos (11, 12). El ensayo de recuperacion
disefiado para determinar la capacidad del ensayo para
medir el valor esperado demostr6 una exactitud excelente
(Tabla 3).

Tabla 3. Exactitud del ELISA para la cuantificacion de
antitoxina tetanica

Muestr Valor Valor Recuperaci

as Esperado Obtenido on
(Ul/mL) (Ul/mL) (%)

1 2,239 2,106 94,06

2 1,642 1,626 99,03

3 0,467 0,454 97,22

4 0,356 0,368 103,37

5 0,248 0,256 103,23

Para que los resultados de cualquier método analitico
sean validos, es esencial que el analito en el suero
estandar y en las muestras presenten un comportamiento
similar, por esta razéon la diluciébn de las muestras
normalmente no debe afectar el resultado final. Las
muestras estudiadas con tres diluciones mostraron, una
vez corregidas con el factor respectivo, tan s6lo pequefas
desviaciones del valor observado (CV<10%), que no
afectaron el paralelismo con la curva estandar (Figura 1).

Una buena correspondencia (p=0,136) se encontrd entre
nuestro ELISA y la prueba de neutralizacion. La ecuacion
de ajuste lineal fue: ELISA = 0,993 Prueba de
Neutralizacion — 0,2143, con un coeficiente de
determinacion (R2) de 0,9862 (Figura 2).

Figura 1. Ensayo de diluciéon del ELISA para la
cuantificacién de antitoxina tetanica

20 40 80 160 320 640

Diluciones

- - # - -Qurva Bsténdar —A— Muestra 1 (CV= 7,12 %) —o— Muestra 2 (CV= 7,15 %)
—B— Muestra 3 (CV= 2,51 %) —©— Muestra 4 (CV= 4,75 %) —+— Muestra 5 (CV= 3,69 %)

Figura 2. Andlisis de regresion lineal entre los valores de
actividad de antitoxina tetanica obtenidos por el ELISA y
la prueba de neutralizacién en 29 muestras de suero

y= 0.993x - 0.2143
16 R = 0.9862

ELISA (U /m

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Prueba de Neutralizacién (Ul/mL)

Por otra parte, no ha sido reportada una buena
correlacion entre el ELISA indirecto, otras pruebas in vitro
y las de neutralizaciéon in vivo, ya que las primeras
tienden a sobrestimar los sueros de bajos titulos (1, 7,
15), probablemente esto se deba a la presencia de
anticuerpos inespecificos o de baja afinidad; por ello se
han desarrollado ELISAs de inhibicién de antigeno (1, 16,
17). El fundamento tedrico de esta prueba se basa en que
la unién entre la antitoxina y el antigeno se favorece
cuando éste esta en solucion, sin embargo estos ELISAs
son mas complicados, sobre todo cuando se requiere
procesar un gran numero de muestras. La buena
correlacion obtenida por nuestro ELISA, ain a bajos
niveles, puede deberse a la optimizacion del ensayo con
una curva estandar de alta sensibilidad, la concentracion
de leche descremada usada en el amortiguador diluente
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de muestras y conjugado como agente bloqueador y
estabilizante y la elevada pureza del toxoide tetanico
empleado como antigeno de captura.

Con este ELISA pueden medirse diferentes niveles de
antitoxina tetanica, entre 0,01 y 0,32 Ul/mL diluyendo la
muestra 1:20; de 0,1 a 3,2 Ul/mL con una dilucién 1:200 y
si se requiere cuantificar niveles superiores pueden
hacerse mayores diluciones. Es esencial tener un
inmunoensayo con un amplio rango para la cuantificacion
de antitoxina tetanica y un bajo limite de deteccién para la
evaluacion de la respuesta inmune inducida por el toxoide
tetanico. El limite de deteccién, calculado con el blanco
reactivo fue 0,0016 Ul/mL. Cuando se analizé una
muestra de suero de un paciente con tétanos clinico, su
actividad promedio fue de 0,012 Ul/mL y el limite de
deteccion se elevdo a 0,015 Ul/mL, sin embargo no
estamos seguros si este suero tenia algunos niveles de

antitoxina tetanica ya que no pudo ser estudiado por la
prueba de neutralizacién in vivo debido al escaso
volumen de muestra. Se considera que 0,01 Ul/mL de
antitoxina circulante es el nivel minimo protector, sin
embargo hay reportes de tétanos en personas con niveles
de antitoxina superiores (1, 18).

La Tabla 4 muestra los detalles de la respuesta de
antitoxina tetanica en los 408 nifios reclutados. En todos
los grupos se detectd una inmunidad excelente, similar a
la observada en paises desarrollados (19, 20), lo que
demuestra la calidad de nuestro Sistema Nacional de
Inmunizacion. La respuesta maxima se alcanz6 a los 2
afios, al culminar el esquema basico de cuatro dosis.
Todos los nifios presentaron valores superiores que el
nivel minimo protector (0,01 Ul/mL).

Tabla 4. Valores medios geométricos de actividad de antitoxina tetanica e intervalos de
confianza al 95% determinados por ELISA en 408 nifios de Ciudad de La Habana, 1998

Edad en afos No. VMG IC 95 %
1 73 2,403 1,853 -3,117
2 85 3,253 2,734 - 3,870
3 77 1,337 1,081 - 1,653
4 98 0,925 0,798 - 1,073
5 75 1,178 0,855 -1,621
Total 408 1,598 1,433 -1,782

VMG = Valores medios geométricos
IC 95% = Intervalos de confianza al 95%

El ELISA descrito para la determinacion cuantitativa
de antitoxina tetanica es una herramienta valiosa
para determinar la proteccién contra el tétanos y
puede ser especialmente (til en estudios
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Validation of an ELISA for the quantitative determination of tetanus antitoxin in human
serum

Abstract

An indirect solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was developed for the quantitation of tetanus
antitoxin in human serum on the basis of a previously calibrated standard. Intra and inter-assay imprecision ranged
around 10%. This assay showed an excellent accuracy with recovery values between 90% and 110%. Parallelism
deviations were below 10%. They were evaluated by dilutions that covered the working range of the standard curve. The
detection limit was 0.0016 International Units per mL (IU/mL). A good correlation was found between the ELISA and the
neutralization test (R2= 0,9862). The fitting linear equation was: ELISA = 0,993; neutralization test — 0,2143. Tetanus
antitoxin was quantified in serum samples from 408 children, 1-5 year-olds, randomly selected in Havana City. Each age
was separately analyzed. The maximum response was reached at 2 years, after finishing the basic scheme of
immunization. All children showed antitoxin values higher than the minimum protective level (0,01 IU/mL).

Key words: tetanus antitoxin, enzyme immunoassay, ELISA, validation.
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