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Plasma como muestra alternativa para cuantificar antitoxina tetanica
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En los bancos de sangre de Cuba se cuantifica antitoxina tetanica, a partir del suero de donantes inmunizados, para
producir una gammaglobulina humana especifica. Se emplea un ensayo inmunoenzimatico heterogéneo de tipo
indirecto, que utiliza el suero como muestra analitica. En este trabajo se evalo el posible empleo del plasma obtenido
de la plasmaféresis como muestra alternativa, para minimizar el volumen de sangre total extraido a los donantes. Se
selecciond por muestreo aleatorio simple, 100 donantes de plasma que acudieron a donar entre octubre y noviembre
del 2013. Para la obtencion de suero se realizé una extraccion de 5 mL de sangre por puncién venosa, depositada en
tubo de ensayo de cristal seco. La muestra de 1,5 mL de plasma se obtuvo al final de la donacidn, colectada en un
tubo plastico con tapa. Se realiz6 la comparacion de la diferencia de medias de ambos grupos, utilizando el programa
estadistico informatico SPSS para Windows. Los valores de antitoxina tetanica en suero fueron mayores que los del
plasma. La media de las diferencias entre ambos grupos resulté estadisticamente significativa (p=0,00). No se
recomienda usar el plasma que se obtiene de la plasmaféresis como muestra analitica para este ensayo.
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Introduccion

El tétanos es una enfermedad infecciosa causada por la
accion de una neurotoxina sintetizada por Clostridium
tetani, bacilo Gram positivo formador de esporas. A
pesar de ser prevenible mediante la vacunacion, el
tétanos mantiene una significativa morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. Por el contrario, para Cuba
dejo de ser un problema de salud publica hace varias
décadas. Actualmente el pais exhibe una tasa de
morbilidad inferior a 0,1 por cada 100.000 habitantes
para esta enfermedad (1-3).

Dentro del abordaje terapéutico de esta enfermedad, se
encuentra la inmunoterapia con el empleo de
gammaglobulina antitetdnica humana. Este anticuerpo
neutraliza a la neurotoxina, reduce el curso y la
severidad clinica de la enfermedad. La gammaglobulina
se obtiene mediante el fraccionamiento industrial del
plasma hiperinmune antitetdnico proveniente de
donantes inmunizados y seleccionados con altos titulos
de anticuerpos. El plasma se recolecta por medio de

plasmaféresis automatizada seriada, procedimiento
ético e inocuo que se realiza en el banco de sangre
provincial de Cienfuegos al igual que en otros de Cuba
desde finales del siglo pasado (4-6).

A estos donantes se les realiza una evaluacion periddica
clinica y de laboratorio que incluye estudios
hematolégicos, bioquimicos, seroldgicos, e
inmunolodgicos, ademas de la valoracion imprescindible
del titulo de anticuerpos antitetanicos como garantia
bésica de calidad del plasma a fraccionar (7).

Para determinar el valor cuantitativo de los anticuerpos
antitoxina tetanica, se han utilizado varios métodos in
vivo e invitro. El primer grupo lo conforman las pruebas
de neutralizacion que miden directamente la actividad
bioldgica de la antitoxina tetdnica en animales de
laboratorio. Esta prueba es sensible y especifica, sin
embargo, son caras, requieren personal altamente
entrenado, un gran nimero de animales y gran volumen
de suero para su ejecucion. Dentro de los ensayos in
vitro se encuentran la hemaglutinacion pasiva, el
radioinmunoensayo Yy el ensayo inmunoenzimatico tipo
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ELISA, este ultimo se utiliza ampliamente en la
actualidad como herramienta eficaz para cuantificar
antitoxina tetanica en suero humano, dado por su alta
sensibilidad, facil manejo y excelente automatizacion
(8-10).

En los bancos de sangre de Cuba se emplea el
UMELISA TETANUS (Centro de Inmunoensayo, La
Habana, Cuba), ensayo inmunoenzimatico heterogéneo
de tipo indirecto, en el cual los anticuerpos antitoxina
tetanica de la clase 1gG, presentes en la muestra, se fijan
al antigeno vacunal, el toxoide tetanico que reviste las
placas de ultramicroELISA. Este examen se disefié para
emplear suero humano como muestra analitica, segun
recomienda la literatura interior del estuche (10).

No obstante, el empleo del plasma que se obtiene de la
plasmaféresis, como muestra analitica alternativa, es
una practica que recomiendan algunos autores, con el
objetivo de reducir el volumen extraido de sangre total
para estudios de laboratorio, especialmente en
individuos que participan en programas de aféresis
repetitiva. La medida en cuestién persigue evitar la
reduccion de la concentracion de hemoglobina y hierro
sérico, sobre todo en mujeres donantes en edad fértil. Es
importante conocer la influencia que pudiera conllevar
sobre la calidad del ensayo UMELISA TETANUS esta
modificacién y evaluar si pudiera introducirse en la
préactica diaria (11).

Materiales y Métodos

Se realizd un estudio en el banco de sangre provincial
de Cienfuegos, mediante una seleccién por muestreo
aleatorio simple de 100 donantes de plasma
hiperinmune antitetanico y plasma fresco normal que
acudieron a donar durante los meses de Octubre a
Noviembre del 2013.

Extraccion, traslado y conservacion de las muestras

El suero se obtuvo a partir de la extraccién de 5 mL de
sangre por puncion venosa, que se realizd antes de
comenzar la donacion. Se verti6 la sangre en un tubo de
ensayo de cristal seco y se mantuvo a temperatura de
laboratorio (22-25°C) hasta que se logré la retraccion
espontanea del coagulo. Las muestras se centrifugaron a
1000 G y se decant6 el mayor volumen de suero posible
al seguir los procedimientos establecidos, para luego
envasarse en tubo plastico con tapa. Para obtener la
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muestra de plasma se tomd 1,5 mL directamente de la
bolsa que se obtuvo al final de la donacion y se dispenso
en un tubo plastico con tapa. La plasmaféresis se realizo
con un equipo colector de plasma PCS2 Haemonetics
(Haemonetics Braintree MA) que emplea el citrato de
sodio 4% como anticoagulante a una relacion de 1 parte
de citrato con 16 partes de sangre. Ambas muestras se
rotularon e identificaron debidamente, conservandose a
-20 °C hasta su evaluacion por el laboratorio del banco
de sangre provincial de Cienfuegos.

Técnica analitica

La muestra se diluy6 1:400 con suero de carnero al 50%
(v/v) y se colocaron 10 uL de esta dilucidn en las tiras
de reaccion conjuntamente con una curva estandar que
se prepard a partir de un suero control de 50 Ul/mL de
concentracion, luego se incubaron durante 30 min a
37 °C en camara humeda. Luego, se efectuaron cuatro
ciclos de lavado con la solucién tampén de TRIS-NaCl-
tween 20, con el lavador automatico de placas MAS-
201, después se afiadieron 10 pL de conjugado anti IgG
humana/fosfatasa alcalina en cada uno de los pocillos de
reaccion y se incubd nuevamente 30 min a 37 °C.
Posteriormente se lavaron las placas bajo las mismas
condiciones ya descritas y se afiadid el sustrato
fluorigénico  4-metilumbeliferil fosfato, dejandolo
incubar a temperatura del laboratorio (22-25°C) hasta
lograr una fluorescencia del quinto punto de la curva
entre 100-150 unidades de fluorescencia (UF).
Finalmente se realizé la lectura en un equipo PR 521 de
la tecnologia SUMA, del Centro de Inmunoensayo (La
Habana, Cuba). Cada ensayo se valido siguiendo los
parametros de control de calidad que se encuentran en
la literatura interior del juego de reactivos. Todo el
trabajo lo realiz6 un mismo analista en iguales
condiciones de laboratorio (10).

Procesamiento estadistico

Se calcularon los  estadigrafos  descriptivos
fundamentales: media, desviacion estandar, intervalo de
confianza para la media (IC), y valores minimos y
méaximos para todas las mediciones que se realizaron.
Adicionalmente se ejecutd la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) para determinar si la muestra sigue una
distribucién normal. Se realizé una comparacion de la
media de las diferencias entre ambos grupos (suero y
plasma), utilizando la prueba t para muestras pareadas.
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Tabla 1. Estadigrafos descriptivos.

. DE IC Media Min Max
Muestra N Media (Ul/mL) (Ul/mL) (UI/mL) (UI/mL) (UI/mL)
Suero 100 9,0221 3,81939 1,5361 - 16,508 3,48 20,00
Plasma 100 7,0101 3,02244 1,0871-12,933 1,90 17,00
Diferencia 100 2,0120 2,7977 -1,9315 - 5,955 -4,98 11,70

DE: Desviacion estandar, IC: Intervalo de confianza.

Tabla 2. Comparacion de la media de las diferencias.

Media de la diferencia (Ul/mL)

IC media (Ul/mL)

Prueba t para
muestras pareadas

2,0120

-1,9315 - 5,955

p 0,00

IC: Intervalo de confianza.

Se fij6 un nivel de significacion igual o menor de 0,05
para todas las pruebas realizadas. Los calculos se
realizaron con el empleo del programa estadistico
informatico SPSS para Windows (Statistical Product
and Service Solutions).

Resultados

En la muestra estudiada se demostré su normalidad y se
encontraron valores superiores de concentracion de IgG
antitoxina tetanica en suero con respecto al plasma. El
valor de la media de los valores séricos de esta
inmunoglobulina fue de 9,022 Ul/mL (IC=1,5361-
16,508 Ul/mL); en cambio, cuando se utilizé el plasma
gue se obtuvo de la plasmaféresis como muestra
analitica, el valor medio fue 7,010 Ul/ mL (IC=1, 0871-
12,933 Ul/ mL) (Tabla 1).

La media de las diferencias entre los valores de suero y
plasma de cada donante fue 2,0120 (1C=1,9315-5,955)
siendo significativos (p 0,00) los valores entre ambas
muestras (Tabla 2).

Discusion

La correcta seleccion pre-analitica del uso o no de
anticoagulantes, cual utilizar y en qué proporcion,
constituyen una piedra angular de la calidad total en el
trabajo de un laboratorio.
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La utilizacion de plasma como muestra analitica
alternativa al suero (plasma libre de fibrindgeno
obtenido por el simple procedimiento de dejar coagular
la muestra de forma espontanea después de depositarla
en un tubo seco), presenta ventajas como la reduccién
en el tiempo en que se obtienen los resultados, de
especial importancia en la atencion al paciente grave.
Ademas, se obtiene un mayor volumen de muestra, se
evitan las interferencias y cambios inducidos por la
coagulacion y se disminuye el riesgo de hemdlisis y
trombocitolisis (12-14).

Por otro lado, la adicion de anticoagulantes a la muestra,
obstaculiza ciertos métodos analiticos al interferir en las
reacciones, tal y como sucede con la inhibicién
enzimatica en técnicas ELISA.

Por ejemplo, el citrato de sodio posee efecto inhibitorio
sobre la actividad de la fosfatasa alcalina por la unién de
este a cofactores enzimaticos como el Zinc. Sin
embargo, si bien esta enzima se utiliza en el conjugado
(Anti 1gG humana/fosfatasa alcalina) del ensayo
UMELISA TETANUS, es poco probable que el citrato
de sodio 4% pueda interferir directamente, ya que el
anticoagulante en el plasma se remueve durante el paso
de lavado, después de la primera incubacion y antes de
la adicioén del conjugado (10-12, 14).
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Otra desventaja del uso de anticoagulantes en los
ensayos de laboratorio, es la modificacion en la
concentracion de las cantidades medidas (error
volumétrico  por  dilucién).  La  proporcion
anticoagulante/sangre (1/16) que se utiliza en la
plasmaféresis, introduce error volumétrico al mezclar
una parte de citrato de sodio al 4 % con dieciséis partes
de sangre total, diluyendo sustancias que se encuentran
en el plasma humano en bajas concentraciones. A juicio
de los investigadores, este particular, constituye el
origen de la obtencion de cifras méas bajas,
estadisticamente significativas, de concentracién de IgG
antitoxina tetanica en plasma con citrato de sodio 4%
obtenido de la plasmaféresis, al compararse con las que
se obtienen en el ensayo cuando se utiliza suero (12).

Generalmente el suero es la muestra de eleccién para el
diagnostico seroldgico de enfermedades infecciosas.
Este puede ser esencial para ciertas técnicas
inmunoldgicas como: fijacion de complemento o
pruebas de aglutinacion; sin embargo, para otras
pruebas: hemaglutinacion, ELISA o immunoblot,
pueden utilizarse suero o plasma. Algunos juegos de
reactivos que emplean métodos inmunoenzimaticos
para cuantificar anticuerpos de la clase IgG antitoxina
tetanica, incluyen el empleo de plasma heparinizado o
con EDTA, como muestra alternativa al suero.

Cuando se decide utilizar el plasma como muestra
analitica para los ensayos de quimica clinica,
inmunologia o serologia, es recomendable seleccionar
como anticoagulantes a la heparina o el EDTA en
concentraciones de 0,75 mg/mL y 1 mg/mL
respectivamente, mientras que el uso de citrato de sodio
se reserva habitualmente para examenes de hemostasia
y la sedimentacion globular en proporciones mayores
que la que se empled en este estudio (8, 12-14).

Los resultados de esta investigacion y las evidencias que
se encontraron durante la revision bibliogréfica,
sugieren que no es recomendable usar plasma
proveniente de la plasmaféresis como muestra analitica
para cuantificar 1gG humana antitoxina tetanica
empleando el UMELISA TETANUS.
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Plasma as alternatively sample to quantify tetanus antitoxin

Abstract

Tetanus antitoxin is quantified in Cuba at blood banks, from the serum of immunized donors, to produce a
specific human gamma globulin. A heterogeneous indirect immunoenzymatic assay is used, using the serum
as analytical sample. The possible use of plasma obtained from plasmapheresis as alternative sample was
evaluated in this research, to minimize the volume of total blood extracted to the donors. One hundred plasma
donors who came to donate between October and November 2013 were selected by simple random sampling.
Serum sample was obtained for extraction of 5 mL of blood, deposited in dry glass tube. While the other
sample took 1.5 mL of plasma in a plastic tube with cover, at the end of the donation directly of the unit of
plasma collected. Comparison of the difference between the means of both groups was done using SPSS for
Windows. It was found that the values obtained in serum were bigger than those obtained in plasma. Difference
between the means of both groups was statistically significant (p 0.00). It is not advisable to use the obtained
plasma of the plasmapheresis as analytic sample in this assay.

Key words: immunoassays, blood banks, UMELISA, tetanus antitoxin.
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