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2.9 Identidad de Ia poliomielitis inactivada mediante ELISA (método alterndt]
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La identificacién de la poliomielitis inactivada se lleva a cabo con el método utilizado para
determinar el contenido de antigeno D (parrafo 1.11). Solo se diferencia en la expresion de los
resultados: los resultados se expresan como negativo o positivo para la prueba de identificacion.

2.10 Identidad de Ia hepatitis B mediante ELISA (método alternativo)
La identificacion de los antigenos de supetficie de hepatitis B se realiza por el método ELISA de
conformidad con los requisitos de la Ph. Eur. 2.7.1 (Métodos inmunoquimicos).

La prueba se basa en el método ELISA utilizado para la cuantificacién de HBsAg (parrafo 1.7),
utilizando los mismos reactivos, anticuerpos y conjugados. Se han introducido modificaciones
menores y simplificaciones para usarlo como prueba de identidad para HBsAg.

La prueba se resume a continuacion.
2.10.1 Principio

El antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) es capturado en primer lugar por un
anticuerpo monoclonal anti-hepatitis B en una placa con 96 pocillos. Luego el antigeno unido es
reconocido por un segundo anticuerpo monoclonal anti-hepatitis B que es detectado por un
anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con peroxidasa. Al agregar un sustrato cromogénico
(tetrametilbencidina o TMB), se produce un color cuya intensidad es proporcional a la cantidad de
antigeno capturado en el pocillo. El resultado es la presencia o ausencia de HBsAg en la muestra.

2.10.2 Procedimiento operativo

¢ Preparacion de las muestras

Se preparan dos muestras:
o El control positivo que es un lote de Hexaxim,
e Lamuestra de prueba.

Se preparan duplicados independientes para cada muestra.
Tratamiento de las muestras:

El control positivo y la vacuna se diluyen a razén de 1/4 con una solucion PBS-triton-DEA y se
conservan durante 1 hora a temperatura ambiente con mezclado,

Dilucion de las muestras:

L]
A continuaci6n, las muestras tratadas se diluyen en el tampdn de ELISA para alcanzar una
concentracion final de aproximadamente 25 ng/mL de HBsAg en el pocillo. Se puede realizar una
dilucién a razén de 1/800 seglin la concentracion de HBsAg en la vacuna, Tras esta dilucién, el
duplicado dependiente de cada dilucidn se transfiere a la mictoplaca.

o Titulacion mediante ELISA
El método ELISA permite detectar la hepatitis B en la muestra.
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1) Las microplacas que contienen los anticuerpos de recubrimiento se incuban durante 1&1
horas a +5 °C y luego se lavan con una solucion PBS-Tween;

2) Las preparaciones de vacuna diluida y control positivo se colocan en los pocillos;
3) A continuacion se afiaden anticuerpos monoclonales anti-HBsAg secundarios;

4) El complejo se revela con peroxidasa conjugada a anticuerpos anti-lgG y TMB. La
reaccion se detiene con una solucion de HCI 1 N.

Las microplacas se incuban durante 30 min. a +25 °C y se lavan con una solucion PBS-Tween
20 tras los pasos 1,2 y 3.

Se afiade el testigo (tampon de dilucitn) en los pocillos fibres y se somete a Ios mismos
tratamientos que las muestras de prueba.

2.10.3 Resultados

La densidad 6ptica (DO) de cada pocillo se registra a 450 nm y a 630 nm. La DO registrada a 630
mn se resta de la DO registrada a 450 nm. _

Se calcula la DO media del control positivo y de la muestra.

Si la DO media de la muestra es < T: la identidad del antigeno de hepatitis B es negativa.

Si la DO media de la muestra es > T: la identidad del antigeno de hepatitis B es positiva.

T (umbral) se define como: la media de la DO de los testigos x 5
2.10.4 Criterios de validez

Testigos: La DO media de los testigos debe ser inferior o igual a 0,150.
Control positivo; Positivo para la identidad del antigeno de hepatitis B
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