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seccion 5.3.5.4 Metodologia serolégica, para obtener mds informacion sobre el procedi
andlisis de IHA.

La prueba de IHA del virus de la gripe fue realizada por GCI para los estudios GQMO1 y
GQM11, y por Focus Diagnostics para los estudios GQMO02, GQM04 y GQMO9.

5.2  Prueba de neutralizacion del virus de la gripe

5.2.1 Principio de la prueba

La NT del virus de la gripe es un analisis funcional in vitro que mide el nivel de anticuerpos
neutralizantes en suero humano que inhiben la infeccién de las células Madin-Darby de rifién
canino por el virus de la gripe. Los sueros diluidos en diluciones dobles en serie se incuban
previamente con 100 DICTs (dosis infecciosas del 50 % en cuitivo de tejido)/50 uL de virus
gripal antes de la adicién de células MDCK. Tras una noche de incubacion, se fijan las células y la
presencia del virus de la gripe se indica y determina mediante la cuantificacién de la
nucleoproteina (NP) del virus en las células infectadas mediante inmunoensayo enzimatico
(ELISA). La ausencia de infectividad constituye una reaccion de neutralizacion positiva e indica
la presencia de anticuerpos neutralizantes especificos para el virus gripal en los sueros humanos.

5.2.2 Resumen del procedimiento de la prueba

Antes de realizar Ja prueba, se inactivaron las muestras de prueba a 56 °C durante 30 minutos
(para inactivar el complemento endégeno) y se almacenaron a <-20 °C.,

Los sueros diluidos en serie se incubaron con una cantidad estandar de virus antes de afiadir las
células MDCK. Tras una noche de incubacién, no se detectaron virus no neutralizados mediante la
medicién de la produccién de NP viral, producto de la replicacién del virus, con el uso de una
técnica ELISA para Ja deteccion de antigenos. Los anticuerpos neutralizantes de HA del virus de
la gripe en el suero inhiben la infeccién viral de las células MDCK, es decir, la ausencia de
infectividad constituye una reaccién positiva e indica la presencia de anticuerpos especificos para
el virus en la muestra de suero. Los resultados de densidad dptica (DO) de Ia prueba ELISA,
medidos por espectrofotometria, son inversamente proporcionales a la conceniracion de
anticuerpos en suero. Consulte la seccion 5.3.5.4 Metodologia serologica para més informacion
sobre el procedimiento del andlisis de NT. :

53  Titulacién de anticuerpos antineuraminidasa mediante el analisis con lectinas
ligadas a enzimas

5.3.1 Principic de la prueba

£1 ELLA mide los anticuerpos inhibidores de neuraminidasa (NJ) mediante la cuantificacion de la
actividad enzimatica utilizando aglutinina de mani (PNA) para la uni6n a los restos terminales de
galactosa expuestos después de la escision enzimética mediada por NA de la fetuina. En resumen,
se afiaden diluciones en serie de suerc y una cantidad estdndar de virus por duplicado a los
pocillos de una placa de 96 pocillos recubierta con fetuina. Esta mezcla se incuba durante la noche
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y, al dia siguiente, se afiade la aglutinina de mani (PNA) conjugada a peroxidasa a la plaga hvada,
a continuacion se realizan los pasos en los que se revela el color. La ausencia de color ind
inhibicién de la actividad de NA debido a la presencia de anticuerpos inhibidores espec1ﬁcos
NA. El titulo de cada determinacion es la inversa de la Gltima dilucién con una DO igual o menor
que el punto medio entre la DO media de los pozos de control que solo contienen el vitus y la DO
media de los pocillos de fondo en cada placa.

5.3.2 Resumen del procedimiento de 1a prueba

Los sueros diluidos en serie y los controles se diluyeron y transfitieron a las placas recubiertas con
fetuina, A continuacién, se afiadié una cantidad estandarizada de virus y se incubaron las placas.
Después de los pasos de lavado necesarios, se afiadié6 PNA conjugada a peroxidasa a todos los
pocillos y se incubaron las placas. Se realizaron los pasos de lavado y, a continuacion, se afiadi6 el
sustrato dihidrocloruro de O-fenilendiamina (OPD). Se detuvo la reacciéon mediante el agregado
de 4cido sulfiirico vy se midié la densidad 6ptica mediante espectrofotometria. El titulo de cada
determinacion fue la inversa de la ultima dilucién con una DO igual o menor que el punto medio
entre la DO media de los pozos de control que solo contienen el virus y la DO media de los
pocillos de fondo en cada placa. Consulte Ia seccién 5.3.5.4 Metodologia serolégica para mas
informacidn sobre el procedimiento del analisis ELLA.

6 Anexo

No hay anexos en este documerto.
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Sanofi Pasteur Seccion 2.7.3
481 — Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Resumen de eficacia clinica

Lista de abreviaturas

1/dil 1/dilucion

EA evento adverso

ANOVA analisis de varianza

anti-NA antineuraminidasa

IC intervalo de confianza

IMC inmunidad mediada por células

CSR informe de estudio clinico

D dia

ELLA analisis con lectinas iigadas a enzimas
EMA Agencia Europea de Medicamentos
FAS conjunto de analisis completo

FVFS primera visita del primer sujeto

GMT media geométrica de los titulos

GMTR propotcion de la media geométrica de los titulos
HA hemaglutinina

IHA inhibicién de la hemaglutinacion

1AS conjunto de analisis de inmunogenicidad
ID intradérmico

IM intramuscular

LVLS ultima visita del Gltimo sujeto

LLOQ . limite inferior de cuantificacidn

NfG nota guia

OIAS otro conjunto de andlisis de inmunogenicidad
NA neuraminidasa

NIG nota guia

PPAS conjunto de anélisis per protocol
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