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RESUMEN
Introduccion: La difteria adn persiste en
numerosos paises. En Cuba, estudios realizados
en diferentes grupos etarios han demostrado que
existen niveles no protectores de antitoxina
diftérica en la poblacion, por lo que es necesario
contar con métodos que permitan la estimacion
serolégica de la inmunidad poblacional. La
cuantificacién de anticuerpos contra antigenos
vacunales como la toxina diftérica es ademds un

método util, rapido y econdmico para evaluar la
respuesta inmune.

Objetivo: Validar un ensayo inmunoenzimatico
tipo ELISA para cuantificar los niveles de
antitoxina diftérica en suero humano.

Material y Método: Se realizd un estudio
experimental de desarrollo tecnolégico, en el
cual se determinaron los valores éptimos de las
variables que influyen en el resultado de un
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ensayo inmunoenzimatico heterogéneo indirecto
para la cuantificacion de antitoxina diftérica,
desarrollado en el [aboratorio de Inmunologia del
Centro Nacional de Genética Médica de Cuba. La
curva de calibracion se evalud contra el estandar
de la OMS (Diphtheria Antitoxin Human Serum
00/496). Se realizé la validacidon analitica del
método estandarizado.

Resultados: Los coeficientes de variacién
intraensayo e interensayo fueron inferiores a
10% y 20%, respectivamente. En la exactitud y
selectividad se encontraron valores de recobrado

entre 90 y 110%. El paralelismo entre la curva

ABSTRACT

Introduction: Diphtheria still persists in many
countries. In Cuba, studies conducted in different
age groups have demonstrated that there are
non-protective levels of diphtheria antitoxin in
the population, so it is necessary to have
methods that allow the serologic survey of
population immunity. The quantification of
antibodies against vaccine antigens such as
diphtheria toxin is also a useful, rapid and
economic method to evaluate the immune
response.

Objective: To validate an ELISA-type immune-
enzymatic test to quantify the levels of diphtheria
antitoxin in human serum.

Material and Method: An experimental study of
technological development was carried out in the
Immunology Laboratory of the National Medical
Genetics Center, Havana, Cuba. The optimal
values of the variables that influence on the
result of the indirect heterogeneous immune-

estdndar y las muestras estudiadas presentd un
coeficiente de variacion menor o igual a 10%. El
limite de cuantificacion fue 0,015 Ul/mL y el de
deteccion 0,0039 Ul/mL.

Conclusiones: El resultado obtenido en Ia
precisiéon, exactitud y selectividad del ensayo
ELISA desarrollado
demostré que puede ser utilizado en la practica

inmunoenzimatico tipo

clinica para cuantificar los valores de antitoxina
diftérica en suero humano.

Palabras claves: Antitoxina diftérica, ensayo
inmunoenzimatico, ELISA, validacién.

enzymatic test for the quantification of
diphtheria antitoxin were determined. The
calibration curve obtained was evaluated against
the WHO standard (Diphtheria Antitoxin Human
Serum 00/496). The analytical validation of the
standardized method was performed.

Results: The

coefficients of variation were less than 10% and

intra-assay and inter-assay
20%, respectively. Recovery values between 90
and 110% were found in accuracy and selectivity.
The parallelism between the standard curve and
the samples studied showed a coefficient of
variation lower or equal to 10%. The limit of
quantification was 0,015 IU/mL and the one of
detection was 0,0039 |U/mL.

Conclusions: The result obtained in the precision,
accuracy and selectivity of the ELISA-type
immune-enzymatic test developed and validated
in the National Medical Genetics Center
demonstrated that it can be used in the clinical
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practice to quantify the values of diphtheria
antitoxin in human serum.

INTRODUCCION

La difteria es una enfermedad trasmisible,
caracterizada por manifestaciones locales en las
vias respiratorias y sistémicas, causada por la
toxina diftérica, producida por el agente
patégeno Corynebacterium diphteriae.!) La
difteria aun persiste en numerosos paisesy varios
brotes epidémicos han tenido lugar en los ultimos
10 afios, afecta principalmente a los adultos que
han perdido la inmunidad inducida por vacunas,
y a los nifios no inmunizados. La brecha de la
inmunidad en los adultos y la presencia de un
gran numero de nifios y adolescentes
susceptibles, ha creado las bases para estas
epidemias.®? En 2014, fueron reportados a nivel
mundial 7 321 casos de difteria a la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), pero muchos casos
mas probablemente no se reportan.®®

En América, aunque se ha aplicado el programa
ampliado de inmunizacién de la OMS y se ha
logrado una sostenida disminucion de la
incidencia, todavia hay paises como Bolivia,
Brasil, Colombia, Ecuador, Haiti, Paraguay y
Republica Dominicana que presentan Ia
enfermedad de forma endémica, presentan
brotes en algunos de ellos en los Gltimos afios. )
En los paises industrializados, los altos niveles de
inmunizacién en niflos han provocado Ia
disminucién de la circulacién del
Corynebacterium diphtheriae, por lo que hay
menos posibilidades de reforzar la inmunidad por
exposicidon natural; aparecen grupos de
individuos adultos no inmunes con condiciones

ideales para brotes epidémicos.)

Keywords: diphtheria immune-

enzymatic test, ELISA, validation.

antitoxin,

En Cuba, la cobertura de vacunacion contra la
difteria se elevd a 90% a inicios de la década de
los afios 70, y como consecuencia esta
desaparecio en 1979. Sin embargo, los resultados
obtenidos en estudios realizados a diferentes
grupos etarios que demuestran niveles no
protectores de antitoxina diftérica en la
poblacién cubana, unido a la reemergencia de la
difteria en varios paises son causa de
preocupacion ante la posibilidad de ocurrencia de
brotes.(14>67)

Adicionalmente la disponibilidad de métodos que
permitan  cuantificar  anticuerpos  contra
antigenos vacunales como el toxoide tetanico o
diftérico se emplea en la practica clinica para
evaluar la competencia del sistema inmune, y
contribuye al diagndstico de inmunodeficiencias.
La determinacién de anticuerpos antitoxina
diftérica tradicionalmente, se ha realizado por
métodos en vivo como los ensayos de
neutralizacién de toxinas en conejillos de indias o
conejos. Los métodos en vivo vy los
procedimientos in vitro tales como Ia
hemoaglutinacién pasiva y las pruebas de
neutralizacion en cultivo de tejidos tienen la
desventaja de ser complejos de manipular y
estandarizar, ademads de ser lentos y costosos. Sin
embargo, el

empleo de ensayos

inmunoenzimaticos como el analisis de
inmunoadsorcion ligado a enzima o ELISA (del
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) en
la practica de laboratorio de rutina ofrece
elevada

ventajas por su sensibilidad,
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detectabilidad y especificidad, ademas de ser un

procedimiento  técnico rapido, sencillo,

econdmico y que permite evaluar un elevado
numero de muestras al unisono. (%%

OBIJETIVO
Validar un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA para cuantificar niveles de antitoxina diftérica en suero

humano.

MATERIAL Y METODOS
Se realizé un estudio experimental de desarrollo
tecnoldgico, dirigido a la validacion de un ensayo
inmunoenzimatico heterogéneo indirecto para la
cuantificacion de antitoxina diftérica,
desarrollado en el [aboratorio de Inmunologia del
Centro Nacional de Genética Médica (CNGM), La
Habana, Cuba.
Se determinaron los valores éptimos de un grupo
de variables que influyen en el resultado del
ensayo inmunoenzimatico y para su validacidon se
siguieron los procedimientos que se establecen
por el Centro para el Control Estatal de la Calidad
de los Medicamentos (CECMED) del Ministerio de
Salud Publica (MINSAP) de Cuba en las
regulaciones 41 de 2007 y 40 de 2014.%
La ejecucién de este proyecto fue aprobada por
el Comité de Etica y el Consejo Cientifico del
Centro Nacional de Genética Médica y para el
desarrollo del estudio se tuvieron en cuenta los
principios enunciados en la ultima actualizacién
de la declaracion de Helsinki.®® A los pacientes
gue participaron en el estudio se les explicd los
aspectos de interés de la investigacidén y una vez
gue dieron su consentimiento verbal, se les
entregd el modelo del consentimiento informado
para su firma.
Antigeno
Como

antigeno de captura para la

estandarizacion se utilizd la anatoxina diftérica

producida y purificada por el Instituto Finlay (La
Habana, Cuba).(1?

Estdndar y controles del laboratorio

Para la preparacién del estandar del laboratorio y
los controles, se utilizaron bolsas de plasma
procedentes del Banco de Sangre Provincial de La
Habana, las que fueron sometidas a un proceso
de recalcificacion para obtener el suero. Se
estabilizaron y conservaron con timerosal a
0,01%, a temperatura de -202C.(1%12)

El suero seleccionado para la curva de calibracién
fue evaluado contra el estandar de la OMS
(Diphtheria Antitoxin Human Serum 00/496). El
rango de trabajo de la curva se determind
analizando un total de 10 curvas, en las cuales se
prepararon series de diluciones dobles seriadas y
se selecciond el trayecto correspondiente a un
coeficiente de determinaciéon (R2) mayor de
O,98.<11'13)

Para evaluar la curva de calibracién se realizé un
analisis de regresion lineal entre el estandar de
referencia y el preparado en el laboratorio, se
hicieron diluciones dobles seriadas desde 1/100
hasta 1/3200 para ambos estandares.

Para el control positivo se utilizaron sueros de
alta, media y baja concentraciones de antitoxina
tetanica, determinadas por cuantificacion
mediante el método comercial VaccZymeTM
Diphtheria Toxoid 1gG Enzyme Inmuno Assay de
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Binding Site que cubrieron el rango de trabajo de
la curva de calibracién.('%13) Se comprobd la
distribucién normal segin la prueba de
Kolmogorov Smirnov.

Procedimiento

Se sensibilizaron placas de 96 pocillos (DELTALAB)
durante una hora a 37°C en cdmara humeda con
toxoide diftérico a 8LF/mL (LF: unidades de
floculacién) diluido en amortiguador carbonato
bicarbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6. La dilucidn
utilizada para las muestras fue 1/20 vy el
conjugado anti-IgG humana peroxidasa (DAKO)
desde 1/6000 hasta 1/14000, ambos se diluyeron
en buffer fosfato salino mas Tween 20 al 0,05%
mas leche desnatada al 4% (PBS-T+LD 4%). El
material no adsorbido después de cada paso se
elimind al lavar la placa tres veces con 250 ul por
pocillo de PBS-T pH 7,2. La lectura de las
densidades o6pticas se realizd a 942 nm y se
trasformaron a unidades de concentracion
mediante el programa computacional ELISA for
Windows, del

Infecciosas (CDC) de Atlanta, USA, que utiliza una

Centro para Enfermedades
funcién logistic-log de cuatro pardmetros y el
método robusto de minimos cuadrados para el
ajuste de la curva de calibracién.*!) E| analisis
estadistico se realizd con el paquete de
herramientas Microsoft Office Excel 2007 y los
programas Statgraphics Plus 5.0 y Statistical.
Pardametros de Validacion

Precision intraensayo

La variabilidad intrinseca del ELISA se determind
mediante la  precision intraensayo. Se
seleccionaron seis muestras de sueros con
concentraciones conocidas de anticuerpos contra
toxina diftérica dentro del rango analitico,
concentraciones

incluyendo  muestras con

inferiores y superiores a 0,1 Ul/mL, valor
considerado como proteccién adecuada cuando
es determinada mediante ELISA y se evaluaron
por triplicado en tres ensayos; se realizaron
muestra. Se

nueve replicados de cada

determinaron el promedio, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion (CV). Este
ultimo parametro estadistico no debia superar
10% para considerarse la precisiéon intraensayo
como adecuada.(131415)

Precision interensayo

Para su determinacién se seleccionaron seis
sueros de diferentes concentraciones y se
evaluaron por triplicado bajo tres condiciones
diferentes: tres analistas un mismo dia, un mismo
analista mediante ensayos en paralelo y en dias
diferentes. Para la precision tanto intraensayo
como la precisidn interensayo se calculé el CV
mediante la formula: CV= (Desviacion estandar
(DE)/Concentracion Promedio) x 100. El CV no
debe superar 20% en la interensayo, para
considerarse que la precision es adecuada. (131415
Exactitud

La exactitud se determind mediante ensayo de
recuperaciéon. Se prepararon cuatro muestras a
partir del suero estandar de la OMS de
concentracion conocida y se evaluaron por
triplicado. El porcentaje de recuperacién se
determind por la siguiente férmula: R=valor
obtenido/valor esperado*100. Se tomd como
criterio de aceptacién que R estuviera dentro del
intervalo de 90 a 110%.(13141516) Se ytilizd la
Prueba t para muestras pareadas para
determinar la diferencia entre el valor esperadoy
el obtenido, con un nivel de significacion de 0,05.
Especificidad

Para la determinacidon de la especificidad del
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ELISA se utilizé el método de adicion al patrén,
anadiendo al suero patrédn sustancias como
triglicéridos, colesterol, inmunoglobulinas vy
suero hemolitico que pueden estar presentes en
el suero del paciente; se evaluaron por triplicado
y se analizaron mediante el método de
recuperacién (R). Para una especificidad
aceptable se considerd que R estuviera dentro
del intervalo de 90 a 110%.(13:15.16)

Linealidad

Se evalué mediante el ensayo de paralelismo,
para el cual se evaluaron en una misma
determinacion por triplicado tres muestras vy el
suero patrén. Se realizaron diluciones dobles
seriadas. Para determinar el paralelismo se uso el
CV de las concentraciones de las muestras
corregidas por el factor de dilucion. Se
consideraron éptimos los valores de CV inferiores
a 10%.

Limite de deteccion

Se procesaron 55 muestras del control negativo.
Se comprobd la normalidad de la distribucion y se
le sumé al promedio (X) de las densidades épticas
(DO) dos DE (XDO+2DE).

Limite de cuantificacion

RESULTADOS
Los sueros controles preparados para la
verificacion de la calidad de la curva de
calibracion abarcaron la zona central de la curva
0,53 Ul/ml,
teniendo en cuenta una dilucidn inicial para las

en un rango de 0,28 Ul/ml hasta

muestras de 1/20. Todos presentaron una

distribucién normal segin la prueba de
Kolmogorov Smirnov.(13:15.16)
El procedimiento de clarificacion, preservacion y

estabilizacidon con albumina sérica humana a 6%

Se tomd el valor de concentracion inferior del
rango de cuantificacion minimo de la curva
patron.

Ensayo de comparacion de métodos

Se realizd la cuantificacion del nivel de antitoxina
diftérica a 62 muestras mediante el ELISA en
validacién y un método de referencia con
caracteristicas similares al desarrollado. El
ensayo comercial empleado fue VaccZymeTM
Diphtheria Toxoid 1gG Enzyme Inmunoassay
fabricado por Binding Site, ELISA indirecto para
cuantificar anticuerpos IgG contra el toxoide
diftérico. Para comprobar si los resultados
obtenidos por ambos métodos eran similares se
compararon las medias de cada determinacion al
utilizar la Prueba t para muestras pareadas
(®=0,05) y se realizd la recta de regresion entre
los valores de concentracién determinados por
ambos ELISA.

Se evalué la correlacidn entre los métodos tanto
en muestras con niveles no adecuados de
proteccion o de corta duracién (<0,1 Ul/mL),
como con niveles de proteccion adecuada o de
larga duracion (= 0,1 Ul/mL).(34514)

en una relacién peso/volumen (p/v) permitié que
el suero estandar alcanzara una alta estabilidad
en condiciones de uso.®12)

Evaluacién de la curva de calibracion

En el analisis de regresidn lineal entre el estandar
de referencia y el preparado en el laboratorio
(Figura 1), se alcanzd una adecuada correlacion
entre los resultados de concentracion de
evaluados con ambos

antitoxina diftérica

estandares.?)
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Figura 1. Correlacidn lineal entre los valores de concentracién de antitoxina diftérica del estandar del
laboratorio y el estandar internacional Diphtheria Antitoxin Human Serum 00/496 (OMS)

Indicadores de validacion

Precision
La variacién intraensayo entre los replicados (Tabla 1). El ensayo es reproducible con CV intra
realizados en las muestras evaluadas en las e interensayo de alrededor de 10% y 20%,
diferentes determinaciones no superé 10% respectivamente.(131516.17)
Tabla 1. Precision del ELISA para la cuantificacidon de antitoxina diftérica
Precisién intraensayo Precision interensayo
Determinacién 1 Determinacion 2 Determinacion 3 Total
Muestras cv X cv X cv X cv
X
(U/mb) | o (UI/mL) (%) (UI/mL) (%) (UI/mL) %
1 1,77 2,25 1,83 6,33 1,69 10,27 1,76 3,92
2 1,25 3,99 1,11 1,45 0,86 0,24 1,07 18,06
3 0,89 3,32 0,74 5,80 0,67 2,83 0,77 14,67
4 0,43 7,06 0,31 1,93 0,36 3,79 0,36 16,04
5 0,22 2,47 0,16 9,87 0,21 0,98 0,20 16,31
6 0,12 5,30 0,10 2,25 0,11 1,34 0,11 11,38

X: media de la concentracién de antitoxina diftérica de los tres replicados realizados a cada muestra en los
diferentes ensayos.
CV: coeficiente de variacion.

Especificidad
Como se observa en la Tabla 2, después de la patron los valores de recuperacién de antitoxina
adicién de sustancias de interferencia al suero diftérica que se alcanzaron estuvieron entre 90 y
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110%, valores establecidos como aceptables para
una  buena especificidad en
inmunoenzimaticos,

ensayos
lo que demuestra que
ninguna de las sustancias que normalmente

pueden estar presentes en la muestra interfieren

en la capacidad del ensayo para detectar el
analito.(13:1516,.17)

Tabla 2. Especificidad del ELISA para la cuantificaciéon de antitoxina diftérica

Densidad éptica Concentracion de

Muestras antitoxina diftérica R (%)
X DS cv (UI/mL)
Suero Patrén 2,58 | 0,115 | 4,475 0,099 100

SP + Triglicéridos 2,895 | 0,091 | 3,166 0,098 98,99
SP + Colesterol 2,708 | 0,243 | 8,977 0,109 110,1
SP + Inmunoglobulina IgG | 2,895 | 0,182 | 6,303 0,093 93,939
SP + Muestra hemolitica | 2,083 | 0,199 | 9,569 0,101 102,02

X: promedio de las densidades épticas de los replicados de las muestras

DS: desviacion estandar
CV: coeficiente de variacion

Ul/mL: Unidades internacionales de concentracién de antitoxina diftérica por mililitro

R: por ciento de recuperacion de la concentracion de antitoxina diftérica

SP: suero patron

Exactitud

Los valores de recuperacién que se alcanzaron
estuvieron entre 90 y 110%, con un promedio de
103,9% (Tabla 3); se demostrd la capacidad del
método para dar resultados lo mas préximo
posible al verdadero valor. El andlisis de los datos

por la Prueba t para muestras pareadas permitio
considerar con un nivel de confianza de 95% que
no existieron diferencias significativas (p=0,3425)
entre los valores obtenidos y esperados.

Tabla 3. Exactitud del ELISA para la cuantificacidon de antitoxina diftérica

Valor Valor Recuperacion
Muestras esperado obtenido %
ul/mL ul/mL
1 0,1252 0,1283 102,5
2 0,2493 0,2522 98,85
3 0,136 0,1433 105,4
4 0,5173 0,5638 109

Valor esperado: concentracion conocida de antitoxina diftérica.

Valor obtenido: concentracion de antitoxina diftérica mediante el ELISA desarrollado

Promedio de recuperacion: 103,9%
Prueba t para muestras pareadas, p=0,3425
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Linealidad

Los resultados del ensayo de paralelismo
mostraron que el suero patréon y las muestras
presentaron un comportamiento similar (Figura
2). Una vez que se corrigieron las

concentraciones de las muestras al multiplicar

sus valores experimentales por el factor de
dilucién, el CV fue inferior a 10%, y se demostro
que la dilucién de las muestras no afecté el
resultado final.

3 Linealidad
2,5 4

S 2
a
O 1’5 i
e]
S
2 1 A
c
[
Q 05 _—

0

1 2 3 4 5 6

— — Muestra 1 CV=7.49 —&— Muestra 2 CV=6.06

Muestra 3 CV=7.37 —e—Curva est Lab

Figura 2. Ensayo de paralelismo del ELISA para la cuantificacién de antitoxina diftérica

Limite de deteccién

La concentracién minima detectable que generd
una respuesta consistentemente mayor que el
valor de fondo del ensayo fue 0,0039 Ul/mL,
determinada después de ensayar el reactivo
blanco con 55 réplicas.

Limite de cuantificacion

El valor de concentracidén inferior al valor minimo
de concentracion de la curva patrén que fue
detectado con wuna adecuada exactitud vy
precision fue 0,015 Ul/mL.

Ensayo de comparacién de métodos

Al realizar la Prueba t para muestras pareadas no
se encontraron diferencias significativas entre las
medias de concentracion de antitoxina diftérica
obtenidas con el ELISA desarrollado (1,335

Ul/mL) y las obtenidas por el método de
referencia (1,287 Ul/mL) en las 62 muestras
estudiadas, lo que permitié considerar con un
nivel de confianza de 95% que no existieron
diferencias significativas (p=0,8785) entre los
valores logrados por ambos métodos.

El andlisis de correlacion (Figura 3) mostré buena
medida de ajuste de los resultados alcanzados
por ambos métodos. Sin embargo, los resultados
obtenidos en el grupo con niveles no adecuados
de proteccién (<0,1 Ul/mL) presentaron menor
correlacién (r=0,91) con el ensayo de referencia,
que los del grupo con proteccién adecuada (>0,1
Ul/mL) que presentd r =0,99 y R2 =0,9866.
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Figura 3. Correlacidn entre los resultados de concentracidon de antitoxina diftérica determinada

por ensayo de referencia y el ensayo desarrollado en el laboratorio

DISCUSION

La determinacidn exacta de la antitoxina diftérica
es de gran valor para determinar las tasas de
inmunidad dentro de la poblacién o el estado
inmunoldégico de individuos que pueden estar en
riesgo de infeccidn, por lo que los métodos a
utilizar para ello deben cumplir de forma
de calidad
establecidos por las normas regulatorias.

adecuada con los parametros
En la curva de calibracidn es imprescindible que
la sefial analitica utilizada mantenga una relacién
proporcional con la concentracién.*>1) La curva
estandar preparada durante la normalizacién de
la técnica mostré una correcta correlacidon
(R2=0,99) al ser evaluada contra el estandar de
referencia (Figura 1). Permitid cuantificar
muestras cuyas concentraciones oscilan entre
0,015y 0,33 Ul/mL en una dilucién de la muestra
de 1/20. La prueba de paralelismo de las
muestras ensayadas (Figura 2) mostré el CV por
debajo de 10%, por lo que se puede afirmar que

la curva es confiable en todos los puntos

evaluados, lo cual demuestra la linealidad de la
relacién dosis respuesta en el rango de trabajo
seleccionado.(131>16,17)

En el andlisis de la precisidn, los coeficientes de
variacién intraensayo no sobrepasaron 10%, y los
interensayos se mantuvieron por debajo de 20%
(Tabla 1),
precision en la

lo cual garantizdé una adecuada
determinacion de
concentraciones de muestras en diferentes zonas
de la curva estandar.(131>16,17)
La concentracién relativa de los anticuerpos con
respecto a otras sustancias incorporadas en el
medio no influyé en los resultados. Como se
observa en el ensayo de recuperacion, el ELISA
desarrollado fue capaz de discriminar entre las
muestras positivas de antitoxina diftérica y otras
sustancias interferentes que se adicionaron al
suero (Tabla 2).(131516,17)
La exactitud indica la capacidad del método
analitico para obtener resultados lo mas préximo
posible al valor verdadero. El recobrado obtenido
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durante la validacion del método normalizado
para cuatro muestras diferentes se ubicé desde
98 a 109% (Tabla 3), lo que demuestra la alta
exactitud obtenida al encontrarse todos los
valores en el intervalo comprendido por £10% del
valor esperado.(131516.17)

Cuando se compara un método que estd siendo
validado con uno de referencia usando una recta
de regresién, si los dos métodos llevan a
resultados idénticos, es obvio que la pendiente
debe ser igual a la unidad. La discriminacién de
muestras con valores de antitoxina diftérica
considerados protectores (>0,1 Ul/mL) y no
protectores (<0,1 Ul/mL) fue adecuada con
ambos métodos. Aunque en las muestras con
concentraciones por debajo del nivel considerado
protector determinado mediante ELISA (<0,1
Ul/mL) la correlacion fue menor (r=0,91), la
correlacién en general fue buena (r =0,9924)
(Figura 3), con un coeficiente de determinacién
de la pendiente de la recta mayor de 0,98*>)
(R2=0,986), lo que garantiza que mediante el
método desarrollado es posible cuantificar con
adecuada exactitud y precision muestras con
concentraciones desde 0,015 Ul/mL. En las
muestras con niveles protectores, la correlacién
entre ambos métodos fue muy buena.

Aunque el principio de ambos métodos es similar,
los materiales y reactivos empleados difieren, por

CONCLUSIONES
La adecuada precisidn, exactitud, especificidad y
linealidad del ensayo inmunoenzimatico tipo
ELISA desarrollado en el Ilaboratorio de

Inmunologia del Centro Nacional de Genética

lo que la menor correlacién entre los resultados
de las muestras con concentracidn de antitoxina
diftérica por debajo de 0,1 Ul/mL puede deberse
a estas diferencias. Uno de los posibles factores
que influye en estos resultados podria ser que el
soporte sdlido del método de referencia son
placas de polietileno de alta captacion (NUNC)
mientras que las placas utilizadas en la validacién
del método propuesto son de polietileno
estandar irradiadas.*®)

La cuantificacion de la antitoxina diftérica
mediante el ELISA desarrollado, es una valiosa
herramienta para determinar el nivel de
inmunidad contra la difteria, tanto individual
como en estudios de poblacidn, asi como para
evaluar inmunocompetencia, y ofrece ventajas
significativas en términos de costo, rapidez en la
emisién de los resultados, facilidad de uso y
adaptabilidad a la automatizacién.

Los autores consideran como una limitacién de
este estudio no haber podido referenciar los
sueros utilizados como controles, patrén
secundario y los utilizados para evaluar el
funcionamiento del ELISA con métodos en vivo
como los ensayos de neutralizacién de toxinas en
conejillos de indias o conejos considerados la
“regla de oro” para las evaluaciones de estos

anticuerpos.

Médica, avalan su utilizacién en la practica clinica
y la investigacién para cuantificar los valores de
antitoxina diftérica en suero humano.
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