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contenga 4 dosis citopéticas minimas (MCD), salvo en los pocillos con medio de cultivo y control
- celular, Las placas se incuban a 37 °C durante 1 a 3 horas. Tras la incubacién, se agrega la
suspensién de células Vero a todos los pocillos de la placa de anilisis, excepto a los pocillos de
control del medio de cultivo y de control celular, Los pocillos de control celular reciben la
suspension de células Vero sin diluir o varias diluciones de la misma. Los pocillos de control del
medio de cultivo reciben el medio de cultivo solo. Se sella cada pocillo con aceite mineral y se
incuban las placas a 37 °C durante 6 a 8 dias. El criterio de valoracién del andlisis es la maxima
dilucién de suero que neutraliza la toxina indicada por el tltimo pocillo de la serie de dilucién que
muestra un cambio de color del indicador de pH rojo de fenol al amarillo.

Para cada serie del analisis, la antitoxina detectable minima (MDA) se define como la mixima
dilucién (concentracién mas baja) del estdndar de referencia que muestra un cambio de color al
amarillo, lo que indica proteccién contra la toxina de desafio. Las unidades asignadas a los
resultados de fas muestras de prueba por el estandar de referencia se expresan en unidades
internacionales por mililitro (Ul/mL). Se calculan multiplicando la MDA del estindar de
referencia por la dilucién de la muestra de prueba correspondiente al tiltimo pocillo amarillo de la
placa de analisis.

5.1.1.4 Resumen de validacién de la prueba

GCT validé la MIT-pH para toxina diftérica evaluando su precision, selectividad, robustez y limite
de deteccion (LOD). El anélisis de los datos demostrd un rendimiento dptimo de esta prueba para
la cuantificacién de los niveles de anticuerpos contra la difteria en muestras de suero humano de
los estudios clinicos.

5.1.2  Prueba de inhibicién micrometabdlica de la toxina diftérica con cristal violeta

I.a MIT-CV para toxina diftérica es similar a la MIT-pH para toxina diftérica (seccion 5.1.1), pero
con una lectura mds facil de la monocapa Vero al final del analisis. Se utiliza colorante cristal
violeta en lugar del cambio de color de un indicador de pH.

5.1.2.1 Principio de la prueba

La MIT-CV para toxina diftérica mide el anticuerpo sérico funcional contra la toxina diftérica
utilizando células Vero y la toxina sintetizada por Corynebacterium diphtheriae. Se mezclan
diluciones seriadas de suero humano con toxina de desafio diftérico y se incuban con células Vero
sensibles a la toxina. Los anticuerpos neutralizantes especificos de la toxina diftérica contenidos
en las muestras de suero se unen a la toxina y la neutralizan. La toxina neutralizada no afecta la
viabilidad celular; por lo tanto, las células cultivadas siguen siendo viables y forman una
monocapa confluente, que se tifie de purpura al afiadir cristal violeta, En ausencia de anticuerpos
neutralizantes, la toxina de desafio causa una pérdida de la viabilidad celular y las células se
desprenden de la placa del analisis. La adicién de cristal violeta a las células cultivadas expuestas
y que murieron debido a la toxina produce la falta de tincién (ausencia de color).
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5.1.2.2  Justificacién/Fundamentacion de la prueba

La MIT-CV para toxina diftérica se considera un anélisis muy sensible y especifico para
determinar la respuesta protectora de anticuerpos a la toxina diftérica secretada por
Corynebacterium diphtheriae durante la infeccién. Este procedimiento es reproducible, utiliza un
volumen de suero pequefio y permite analizar numerosas muestras de suero al mismo tiempo. La
MIT-CV para toxina diftérica, que utiliza células Vero, es un andlisis de neutralizacién
recomendado en las directrices del PAI de la OMS para determinar el nivel circulante de
antitoxina diftérica en sueros humanos (3).

5.1.2.3 Resumen del procedimiento de prueba

MIT-CV para toxina diftérica realizada de conformidad con las SW] J003740 de sanofi pasteur
(Determinacidn de antitoxina diftérica en unidades internacionales: procedimiento de tincion con
cristal violeta).

Cada muestra de prueba y control se diluy6 en diluciones dobles en serie a lo largo de las filas de
la placa de microtitulacién. En cada pocillo se dispensé toxina diftérica titulada para contener 4
dosis MCD, salvo en los pocillos con medio de cultivo y control celular. Las placas se incubaron a
37 °C durante 1 a 3 horas. Tras la incubacion, se agregd una suspension de células Vero a todos
los pocillos de la placa de analisis, excepto a los pocillos de control del medio de cultivo y de
control celular, Los pocillos de control celular recibieron la suspension de células Vero sin diluir o
varias diluciones de la misma. Los pocillos de control del medio de cultivo recibieron el medio de
cultivo solo. Las placas se incubaron a 37 °C en una incubadora con CO, humidificada durante 6 a
8 dias. El criterio de valoracion del analisis fue la maxima dilucion de suero que neutralizé la
toxina indicada por el Gltimo pocillo de la serie de dilucidn que se tifié de purpura.

Para cada serie del andlisis, la MDA se definié como la maxima dilucién (concentracion mas baja)
del estdndar de referencia que se tifie de parpura, lo que indica proteccion contra la toxina de
desafio, Las unidades asignadas a 1os resuitados de las muestras de prueba por el estdndar de
referencia se expresan en unidades internacionales por mL (UI/mL). Se calcularon multiplicando
la MDA del estandar de referencia por la dilucion de la muestra de prueba correspondiente al
ltimo pocillo tefiido de parpura de la placa de analisis.

5.1.2.4 Resunien de validacion de la prueba

La MIT-CV para toxina diftérica fue validada mediante la evaluacion de su precision intranalitica,
precision interanalitica, exactitud, diluibilidad, especificidad, limite inferior de cuantificacion
(LLOQ) y concordancia. El analisis de los datos demostré un rendimiento éptimo de esta prueba
para la cuantificacién de los niveles de anticuerpos contra la difteria en muestras de suero humano
de los estudios clinicos.

5.1.2.5 Resumen del anilisis de concordancia

Se llevo a cabo un analisis de concordancia entre los andlisis validados MIT-pH y MIT-CV para
toxina diftérica realizados por GCI para evaluar la comparabilidad de los resultados generados por
ambos métodos. La MIT-pH para toxina diftérica concords con la MIT-CV para toxina diftérica
lo que demuestra que ambos analisis generan resultados similares.
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5.2 ELISA para IgG de tétanos

Se utilizé ELISA para inmunoglobulina G (IgG) de tétanos para evaluar los anticuerpos contra el
toxoide tetdnico en sueros humanos, Una descripcion detallada del ELISA para IgG de tétanos,
lievado a cabo por CGI, que se presenta més abajo, demuestra que el analisis es valido y aceptable
para el uso previsto de cuantificar los niveles de anticuerpos antitetdnicos en suero humano.

5.2.1  Principio de Ia prueba

El analisis ELISA para IgG de tétanos se utiliza para cuantificar la cantidad de anticuerpos contra
el toxoide tetanico en suero humano. El antigeno tetdnico purificado se adsorbe en los pocillos de
una placa de microtitulacién. Muestras de suero diluidas (muestras de prueba, estandar de
referencia y control de calidad) se incuban en los pocillos. Los anticuerpos especificos de las
muestras de suero se unen al antigeno inmovilizado. Los anticuerpos no unidos se lavan de los
pocillos y se afiaden inmunoglobulinas antithumanas conjugadas a enzimas. El conjugado de
enzimas se une al complejo antigeno-anticuerpo. Se lava el conjugado excedente y se agrega un
sustrato colorimétrico especifico. La enzima unida cataliza una reaccién hidrolitica, que inicia una
coloracién. Una vez que el estdndar de referencia llega a una densidad 6ptica especifica (DO), se
detiene la reaccion. La intensidad del color generado es proporcional a la cantidad de anticuerpo
especifico unido a los pocillos. Los resultados se leen en un espectrofotémetro (lector de placas de
ELISA). Un estandar de referencia analizado en cada placa se utiliza para calcular la cantidad de
anticuerpos especificos contra tétanos presentes en las unidades asignadas por el estandar de
referencia (Ul/mL).

52.2  Justificacién/Fundamentacién de la prueba

Los anticuerpos que neutralizan la toxina tetdnica secretada por Clostridium tetani se pueden
medir utilizando métodos de analisis in vive o in vitro. El ELISA para IgG de tétanos es un
método relativamente sencillo, rapido y econdmico que requiere cantidades pequefias de material
para medir anticuerpos antitetdnicos en sueros humanos, El ELISA para IgG de tétanos se cred
como alternativa a la prueba de neutralizacién en ratones (MNT) para tétanos, y s un método
apropiado para estimar la cantidad de anticuerpos antitetdnicos en sueros humanos.

52.3 Resumen del'procedimiento de pruecba

ELISA para IgG de tétanos realizado de conformidad con la SWI J0O00051 de sanofi pasteur
(Mérodo ELISA para la determinacion de anticuerpos contra el tétanos en unidades
internacionales). '

Se recubren placas de microtitulacién de noventa y seis pocillos con solucién de antigeno de
cobertura afiadiendo toxoide tetdnico diluido a todos los pocillos de la placa de microtitulacién.
Las placas recubiertas se lavan con solucion salina tamponada con fosfato (PBS)/Tween despugs
de la incubacion, Se diluye una ampolla del estandar de la OMS que contiene inmunoglobulina
antitetanica liofilizada para crear una concentracién de trabajo que se diluye en serie a lo largo de
las columnas de la placa de microtitulacién y se utiliza para establecer la curva estandar. Cada
control se diluye en serie en ocho diluciones dobles a lo largo de las columnas de la placa de
microtitulacién. Los controles se analizan aisladamente en cada placa. La dilucién inicial para las
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muestras de prueba se basa en el historial de inmunizacién. Cada muestra de prueba se dilu
diluciones dobles en serie a lo largo de las columnas de la placa de microtitulacién. Se diluye ENTe
conjugado de anticuerpos hasta la dilucién 6ptima de trabajo y se aflade a cada pocillo. Tras la
incubacién, se afiade a todos los pocillos solucion de sustrato enzimatico. Se controla por
espectrofotometria la formacién de color hasta que 1a DO del pocillo que contiene la maxima
concentracion del estandar de referencia alcanza un valor > 1,5. Las concentraciones se

determinan por el método de calculo de la linea de referencia utilizando un programa de reduccion
de datos.

5.2.4 Resumen de la validacién de la prueba

El ELISA para IgG de tétanos se validé evaluando su precisién, diluibilidad, LOD y LLOQ. El
analisis de los datos demostré un rendimiento dptimo de esta prueba para la cuantificacidn de los
niveles de anticuerpos antitetanicos en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

5.3 ELISA para IgG de tos ferina

Los ELISA para IgG de tos ferina (anti-PT y anti-FHA) llevados a cabo por GCI se utilizaron para
evaluar la respuesta inmunitaria a los anticuerpos antipertiisicos en sueros humanos. Una
descripeién detailada del ELISA para IgG de PT y del ELISA para [gG de FHA, que se presentan
més abajo en la seccién 5.3.3 y en la seccion 5.3 4, respectivamente, demuestran que los ELISA
son validos y aceptables para el uso previsto de cuantificar los niveles de anticuerpos
antipertdsicos en suero humano.

5.3.1 Principio de las pruebas

Los ELISA para IgG de tos ferina se utilizan para cuantificar la cantidad de anticuerpos
antipertisicos en suero humano. El antigeno pertisico purificado (ya sea PT o FHA) se adsorbe en
los pocillos de una placa de microtitulacién. En estos pocillos se incubaron muestras de suero
diluide. Los anticuerpos antipertusicos especificos de las muestras de suero se unen al antigeno
pertisico inmovilizado para formar complejos antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos no unidos se
lavaron de los pocillos y se agregd inmunoglobulina antihumana conjugada a enzimas. El
conjugado de enzimas se unc al complejo antigeno-anticuerpo. El exceso de conjugado se eliminé
por lavado y se afiadié un sustrato colorimétrico especifico. La enzima unida cataliz6 una reaccion
hidrolitica, que produjo una coloracién. Después de un tiempo especifico, se detuvo la reaccion.
La intensidad del color generado es proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos unidos a
los pocillos. Los resultados s¢ leyeron en un espectrofotémetro (lector de placas de ELISA). Se
calculd la absorbancia neta restando el valor de la absorbancia media para los pocillos testigo
recubiertos de antigeno de todos los valores de absorbancia para €l resto de los pocillos. Un suero
estandar de referencia empleado en cada placa se utilizd para calcular la cantidad de anticuerpo
antipertusico especifico presente en las muestras de prueba mediante una comparacion con la
curva estandar de referencia. Las unidades asignadas a los resultados de las muestras de prueba
por el suero del estdndar de referencia se expresan en unidades ELISA por mL (UE/mlL).
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53.2  Justificacion/Fundamentacién de las pruebas , %

Los anticuerpos antipertisicos que se unen a los antigenos producidos por Bordetella pertussis se
pueden medir utilizando métodos de andlisis in vivo o in vitro, Entre los métodos in virre, los
ELISA para IgG de tos ferina tienen buena sensibilidad y especificidad, y requieren cantidades
pequefias de suero para medir los anticuerpos antipertisicos. Los ELISA para IgG de tos ferina
fueron creados como alternativa a la prueba de aglutinacién bacteriana y a la prueba de
neutralizacion in vitro (4).

5.3.3 ELISA para IgG de toxina pertisica

53.3.1 Resumen del procedimiento de prueba

ELISA para IgG de PT realizado de conformidad con la SWI J003765 de sanofl pasteur
(Titulacién mediante ELISA de anticuerpos anti-PT en suero o plasma humano, método

[francés]).

Las placas de microtitulacién se recubrieron con solucién de recubrimiento de antigenos. Las
placas recubiertas se lavaron con PBS que contenia Brij 35 al 0,33 % después de la incubacién y
se utilizaron el dia del lavado. Se diluyé el estandar de referencia para crear una concentracion de
trabajo que se afiadié a la placa de microtitulacion por duplicado, se diluyé en serie a lo largo de ‘
las columnas de la placa y se utilizd para establecer la curva estandar, Se diluyeron en serie
controles altos y medios de anticuerpo anti-PT a lo largo de las columnas de una placa de
microtitulacién de 96 pocillos. Los controles se analizaron por duplicado en cada placa. Se afiadid
control negativo de anticuerpos anti-PT a cada placa de andlisis en 4 pocillos. Las muestras
clinicas se diluyeron en una serie de diluciones dobles y se transfirieron a la placa de analisis por
duplicado. La dilucién inicial se modificd en funcién del historial de inmunizacion. Las placas se
incubaron a 28 °C durante 2 horas. El conjugado de anticuerpos se diluyé hasta la dilucién éptima
de trabajo y se afiadid a todos los pocillos excepto a los pocillos testigo de conjugado. Se
incubaron las placas a 28 °C durante 20-24 horas y, tras la incubacion, se afiadid solucion de
sustrato enzimético a todos los pocillos. Las placas se incubaron a temperatura ambiente antes de
detener la reaccién. La formacion de color se midié mediante espectrofotometria. Se calcularon
los titulos basandose en la comparacion entre la pendiente de la curva de respuesta a la dosis y la
regresion lineal de la referencia y la de cada muestra analizada en paralelo.

5.3.3.2 Resumen de la validacién de la prueba

| ELISA para IgG de PT fue validado por Sanofi Pasteur, SA, Val de Reuil, Francia, mediante la
evaluacién de su precision, exactitud, linealidad (diluibilidad) y LLOQ. El andlisis de los datos
demostré un rendimiento dptimo de esta prueba para la cuantificacién de los niveles de
anticuerpos anti-PT en suero humano. Posteriormente ¢l andlisis fue transferido entre laboratorios
de Sanofi Pasteur, SA a GCI sanofi pasteur, EE. UU. Para verificar la validez del andlisis
transferido antes de la evaluacion de las muestras clinicas, se evalud la precision y la exactitud, y
los resultados de la transferencia mostraron que las caracteristicas de rendimiento del ELISA para
1gG de PT eran adecuadas para medir los niveles de anticuerpos anti-PT en muestras de suero

humano de los estudios clinicos.
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5.3.4  ELISA para IgG de hemaglutinina filamentosa e

5.3.4.1 Resumen del procedimiento de prueba

ELISA para IgG de FHA realizado de conformidad con la SWI J003769 de sanofi pasteur
(Titulacion mediante ELISA de anticuerpos antihemaglutinina filamentosa en suero o plasma
humano, método [francés]).

1as placas de microtitulacién se recubrieron con solucién de recubrimiento de antigenos. Las
placas recubiertas se lavaron con PBS que contenia Brij 35 al 0,33 % después de la incubacion y
se utilizaron el dia del lavado. Se diluyé el estdndar de referencia para crear una concentracion de
trabajo que se afiadié a la placa de microtitulacién por duplicado, se diluyd en-serie a lo largo de
Jas columnas de la placa y se utiliz6 para establecer la curva estandar. Se diluyeron en serie
controles altos y medios de anticuerpos anti-FHA a lo largo de las columnas de una placa de
microtitulacion de 96 pocillos. Los controles se analizaron por duplicado en cada placa. Se afiadi6
control negativo de anticuerpos anti-FHA a cada placa de andlisis en 4 pocillos. Las muestras
clinicas se diluyeron en una serie de diluciones dobles y se transfirieron a la placa de anélisis por
duplicado. La dilucién inicial se modificé en funcién del historial de inmunizacién. Las placas se
incubaron a 28 °C durante 2 horas. El conjugado de anticuerpos se diluy6 hasta la dilucion dptima
de trabajo y se afiadié a todos los pocillos excepto a los pocillos testigo de conjugado. Se
incubaron las placas a 28 °C durante 20-24 horas y, tras la incubacion, se afiadio solucién de
sustrato enzimatico a todos los pocillos. Las placas se incubaron a temperatura ambiente antes de
detener la reaccién. La formacién de color se midio mediante espectrofotometria. Se calcularon
los titulos siguiendo el método de bioanalisis de lineas paralelas basandose en la comparacion
entre la pendiente de la curva de respuesta a las dosis y la regresién lineal de la referencia y la de
cada muestra analizada en paralelo.

5.3.42 Resumen de la validacion de la prueba

El ELISA para IgG de FHA fue validado por Sanofi Pasteur, SA, Val de Reuil, Francia, mediante
la evaluacién de su precision, exactitud, linealidad (diluibilidad) y LLOQ. El anlisis de los datos
demostré un rendimiento 6ptimo de esta prueba para la cuantificacion de los niveles de
anticuerpos anti-FHA en suero humano. Posteriormente el anélisis fue transferido entre
laboratorios de Sanofi Pasteur, SA a GCI sanofi pasteur, EE. UU. Para verificar la validez del
andlisis transferido antes de la evaluacion de las muestras clinicas, se evalud la precisién y la
exactitud, y los resultados de la transferencia mostraron que las caracteristicas de rendimiento del
ELISA para IgG de FHA eran adecuadas para medir los niveles de anticuerpos anti-FHA en
muestras de suero humano de los estudios clinicos.

5.4  Analisis serolégicos para poliovirus

Se utilizaron dos andlisis para evaluar la respuesta de anticuerpos a los poliovirus tipo 1,2y 3: la
MIT-WT para poliovirus realizada por GCl y la MIT-Sa para poliovirus realizada por Focus
Diagnostics, Inc. Ambos an4lisis miden el nivel de anticuerpos neutralizantes contra a poliovirus.

A
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La MIT-WT para poliovirus es similar a la MIT-Sa para poliovirus, pero utiliza ¢células Vero NI
(células renales de mono verde africano) como linea celular indicadora y poliovirus salvaje de las
cepas 1,2y 3 (Mahoney, MEF-1 y Saukett, respectivamente) como virus de desafio, frente a las
células HEp2 (Cineinnati) como linea celular indicadora y siembra virel para los tipos Sabin 1,2y
3 como virus de desafio, Un estudio de concordancia mostré que la MIT-WT para poliovirus
realizada por GCI y la MIT-Sa para poliovirus realizada por Focus Diagnostics, Inc. no
concordaban (seccién 5.4.2.5).

Las descripciones detalladas de la MIT-WT para poliovirus realizada por GCl 'y la MIT-Sa para
poliovirus realizada por Focus Diagnostics, Inc. que se presentan a continuacién, en la seccién
5.4.1y en la seccion 5.4.2, respectivamente, demuestran que estos andlisis de poliovirus son
individualmente vélidos y aceptables para el uso previsto de cuantificar los niveles de anticuerpos
antipoliovirus en sueros humanos.

54.1 Prueba de inhibicion micrometabélica para poliovirus con virus de tipo
salvaje/células Vero

5.4.1.1 Principio de la prucba

La MIT-WT para poliovirus es un analisis funcional in vitro que mide el nivel de anticuerpos
neutralizantes contra poliovirus. Se mezclan diluciones en serie de suero con poliovirus de desafio
y se incuban con células Vero cultivadas sensibles al poliovirus. Los anticuerpos neutralizantes
especificos que contiene el suero se unen a los poliovirus de desafio y los neutralizan. Los
poliovirus neutralizados no afectan la viabilidad celular y estas células contintan metabolizando y
liberando CO3, lo cual reduce el pH del medio de cultivo. La supervivencia celular se correlaciona
con el cambio en el indicador de pH (rojo de fenol a amarillo a un pH < 7,0) que contenia el
medio. En ausencia de anticuerpos neutralizantes, el poliovirus de desafio reduce el metabolismo
celular y la produccién de CO,. Por consiguiente, el pH no disminuye y no se detecta un cambio
de color,

La MIT-WT para poliovirus mide la respuesta funcional de anticuerpos séricos contra el
poliovirus utilizando células Vero como linea celular indicadora (células renales de mono verde
africano) y poliovirus salvaje de las cepas 1,2 y 3 (Mahoney, MEF-1 y Saukett, respectivamente)
como virus de desafio.

5.4.1.2  Justificacién/Fundamentacién de la flrueba

Los andlisis de neutralizacién de poliovirus se consideran altamente sensibles y son recomendados
por la OMS para medir la inmunidad contra poliovirus (5) (6). Este procedimiento es
reproducible, utiliza un volumen pequefio de sucro y permite el andlisis de numerosas muestras de
suero al mismo tiempo, y se considera el método més especifico para determinar la respuesta
protectora de anticuerpos contra las infecciones de poliovirus. La OMS recomienda utilizar
células HEp2 para el andlisis de neutralizacion; no obstante, Albrecht (7) determiné que las
células Vero son equivalentes a las células HEp2 cuando se hacen andlisis de anticuerpos de
poliovirus utilizando cepas de virus de tipo salvaje.
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54,1.3 Resumen del procedimiento de prueba 3 me@r

MIT-WT para poliovirus realizada de conformidad con la SW1 J001656 de sanofi pasteur
(Determinacién de anticuerpos contra poliovirus mediante pruebas de inhibicidn
micrometabdlica [MIT]).

Se prepararon placas de microtitulacion para analizar cada tipo de poliovirus con el fin de
establecer un titulo de criterio de valoracién y un tftulo medio geométrico (GMT) dindmico para
cada anélisis. La placa de microtitulacién también contenfa el control celular y el control de
medios. Se afiadieron sueros de control y se diluyeron en medio de cultivo mediante once
diluciones dobles en serie a lo largo de la placa de microtitulacién, Cada muestra de prueba se
diluy6 en diluciones dobles en serie en medio de cultivo a lo largo de las filas de la placa de
microtitulacién. Las muestras que se esperaba que tuvieran la titulacion mas elevada se diluyeron
en serie a lo largo de dos placas de microtitulacion. Se dispensé poliovirus de desafio especifico
para el tipo en cada pocillo, salvo en los pocillos de medio de cultivo, de control celular y de
control de muestra. Para cada tipo de poliovirus, se prepararon diluciones de poliovirus de desafio
en tubos. Se afiadieron 25 microlitros de medio de cultivo a los pocillos de una placa de
microtitulacion de virus de desafio. Se transfirieron 25 microlitros de cada dilucién en serie de
virus de desafio desde los tubos a los pocillos correspondientes de la placa de microtitulacion de
virus de desafio. Las placas de microtitulacién se incubaron a 37 °C durante 3 horas.

Tras la incubacion, se agregd la suspensién de células Vero a todos los pocillos de la placa,
excepto a los pocillos del medio de cultivo y de control celular. Los pocillos de control celular
recibieron la suspensién de células Vero sin diluir o varias diluciones de la misma. Los pocillos de
control del medio de cultivo recibieron el medio de cultivo solo. Se sell6 cada pocillo de las
placas de microtitulacién con aceite mineral, La actividad viral se evidenciaba visualmente por el
color rojofrosado del indicador de pH del medio de cultivo celular (pH = 7.4). La neutralizacién
especifica del poliovirus de desafio por el suero de prueba o la ausencia de actividad viral se
evidenciaba visualmente por el color amarillo o amarillo anaranjado (pH < 7,0). Para determinar
Ja dilucién (antes de agregar el virus) de suero que neutraliza el 50 % del virus de desafio se
empled el método Karber. El titulo de dilucién sérica se expresé como la inversa de la dilucién
(titulo).

5.4.1.4 Resumen de la validacién de la prueba

La MIT-WT para poliovirus se validé evaluando su precision, exactitud, diluibilidad,
especificidad, LLOQ, estabilidad a corto plazo y robustez. El analisis de los datos demostr6 un
rendimiento 4ptimo de esta prueba para la cuantificacién de los niveles de anticuerpos conira
poliovirus en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

5.42 - Prueba de inhibicién micrometabélica para poliovirus con cepa Sabin/células HEp2

5.4.2.1 Principio de la prucba

La MIT-Sa para poliovirus es una prueba de anticuerpos in vifro que mide el nivel de anticuerpos
neutralizantes contra poliovirus. Se mezclan diluciones en serie de suero con poliovirus de desafio
y se incuban con células HEp2 cultivadas sensibles al poliovirus. Los anticuerpos neutralizantes
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especificos que contiene el suero se unen a los poliovirus de desafio y los neutralizan, Bl N
poliovirus neutralizado no afecta la viabilidad celular, lo cual indica ausencia de efecto citopdl
(CPE), y estas células pueden visualizarse tras su tincién con cristal violeta, En ausencia de
anticuerpos neutralizantes, lo cual indica crecimiento o toxicidad viral, las células no se pueden
visualizar tras su tincién con cristal violeta,

La MIT-Sa para poliovirus midié la respuesta funcional de anticuerpos séricos contra poliovirus
utilizando células HEp2 (Cineinnati) como linea celular indicadora y siembra viral para los tipos
Sabin 1, 2 y 3 como virus de desafio.

5422 Justificacion/Fundamentacién de la prueba

Los andlisis de neutralizacién de poliovirus se consideran muy sensibles y son recomendados por
la OMS para medir la inmunidad contra poliovirus (5) (6). Este procedimiento es reproducible,
utiliza un volumen pequefio de suero y permite el analisis de numerosas muestras de suero al
mismo tiempo, y se considera el método més especifico para determinar la respuesta protectora de
anticuerpos contra las infecciones por poliovirus.

5.4.2.3 Resumen del procedimiento de prueba

MIT-Sa para poliovirus realizada de conformidad con ¢l POE TSOP.119.040 de Focus
Diagnostics, Inc. (4nticuerpo contra poliovirus, neutralizacion [Protocolo de la OMS]).

Se prepararon placas de microtitulacion de control de calidad para analizar cada tipo de
poliovirus. Se analizé suero estdndar interno en ocho repeticiones en cada serie de analisis. Se
analizaron por triplicado sueros de control con titulacién alta, media y baja en cada serie de
andlisis. Se afiadieron suero estandar interno y sueros de control a la placa de microtitulacion y se
diluyeron en medio de cultivo en once diluciones dobles en serie a lo largo de la placa. Se incluyd
como control negativo en cada serie de anélisis una placa de control celular que contenia células
sin inocular. Cada muestra de prueba se analizé por triplicado y se diluyé en diluciones dobles en
serie en medio de cultivo a lo largo de las filas de la placa de microtitulacion.

Se llevaron a cabo titulaciones retrogradas del virus de desafio para confirmar la actividad y la
concentracién de los serotipos virales. Se prepararon diluciones de poliovirus de desafio para cada
tipo de poliovirus para que contuvieran 100 TCIDso/25 pL. Se realizo la titulacidn retrégrada
analizando el virus de trabajo sin diluir y en diluciones de 1/10, 1/100 y 1/1000

Se dispenso poliovirus de desafio especifico de tipo en los pocillos correspondientes de las placas
de microtitulacién. Las placas de prueba se colocaron en bolsas de plastico parcialmente seliadas
y se incubaron a 36 °C # 1 °C en una incubadora con CO; durante 3 horas. Tras la incubacidn, se
agregd la suspension de células HEp2 a todos los pocillos de la placa, excepto a los pocillos del
medio de cultivo y del control celular, Las placas de prueba se colocaron en bolsas de plastico
parcialmente selladas y se incubaron a 36 °C = 1 °C en una incubadora con CO; durante 5 dias.
Tras la incubacién, las placas fueron retiradas y tefiidas con cristal violeta. Sin fragmentar la
monocapa celular, se aspiré por completo el liquido de los pocillos y se afladieron 100 pL de
solucién de eristal violeta a todos los pocillos de la placa de andlisis. Se incubaron las placas a
temperatura ambiente durante 40 min, Tras la incubacion, se lavaron las placas y se dejaron secar
antes de su interpretacion. El criterio de valoracién (titulo) se determiné como la méxima dilucién
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de suero (Ultimo pocﬂlo) capaz de neutralizar por completo el virus, segun lo indica la ausencid %ﬂ
CPE o la presencia de células teflidas,

5.4.2.4 Resumen de la validacién de la prueba

La MIT-8a para poliovirus se validé evaluando su especificidad, linealidad, precision,
sensibilidad, exactitud y robustez. El anélisis de los datos demostrd un rendimiento dptimo de esta
prueba para la cuantificacién de los niveles de anticuerpos contra poliovirus en muestras de suero
humano de los estudios clinicos,

5.4.2.5 Resumen del andlisis de concordancia

Se 1levd a cabo un andlisis de concordancia entre los analisis MIT-WT para poliovirus validados
realizados por GCI v el analisis MIT-Sa para poliovirus realizado por Focus Diagnostics, Inc. para
evaluar la comparabilidad de los resultados generados por ambos métodos. Los resultados del
analisis de concordancia demuestran que los analisis MIT-WT para poliovirus y MIT-Sa para
poliovirus no concuerdan. Los resultados generados con la MIT-Sa son, por término medio, més
de una dilucién doble mds bajos que los resultados generados con el analisis MIT-WT.

5.5  Analisis serolégicos para hepatitis B

Se utilizaron dos andlisis para evaluar los anticuerpos contra el antigeno de superficie de hepatitis
B (HBsAg) en sueros humanos: los analisis anti-HBs AUSAB RIA y VITROS, llevados a cabo
por GCI. Ambos se utilizan para la determinacion cuantitativa in vifro de los anticuerpos totales
contra HBsAg en muestras de suero humano.

A partir de 2007 se utilizé el andlisis anti-HBs VITROS para evaluar las respuestas de anticuerpos
anti-HBsAg en los estudios de Hexaxim. Un estudio de concordancia mostré que los anélisis anti-
HBs AUSAB RIA y VITROS realizados por GCI concordaban (seccion 5.5.2.5).

Las descripciones detalladas de los anélisis anti-HBs AUSAB RIA y VITROS realizados por GCI
que se presentan a continuacion, en la seccién 5.5.1 y en la seccion 5.5.2, demuestran que estos
analisis del antigeno de superficie de hepatitis B son validos y aceptables para el uso previsto de
cuantificar los niveles de anticuerpos anti-HBsAg en suero humano.

551 Radioinmunoanilisis AUSAB para la hepatitis B

55.1.1 Principio de la prucba

El AUSAB RIA se utiliza para cuantificar la cantidad de anticuerpos contra el HBsAg en suero
humano. Este RIA de fase sélida utiliza un “principio del séndwich” en el cual microesferas de
poliestireno recubiertas de HBsAg se incubancon muestras de prueba, estandares de referencia o
controles de calidad. Los anticuerpos especificos presentes en las muestras se unen al HBSA%
fase solida de la microesfera. Las microesferas se lavan y se afiade antigeno radiomarcado [**1]
HBsAg para que se fije al anticuerpo unido a la microesfera con el fin de crear un complejo
radiactivo antigeno-anticuerpo-antigeno. Los niveles de anticuerpos presentes en las muestras de
- prueba se¢ miden determinando la radiactividad en conteos por minuto (CPM) con un contador
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gamma. Los valores de CPM son proporcionales al nivel de anticuerpos HBsAg presentes en
muestra v se convierten a mUl/mL utilizando la férmula creada por Hollinger (8).

5.5.1.2 Justificacion/Fundamentacion de la prueba

El AUSAB RIA es un método licenciado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de EE. UU. que se utiliza en un kit disponible comercialmente (Abbott Laboratories). La
utilidad del kit AUSAB RIA reside en su capacidad para determinar la eficiencia de las vacunas
contra la hepatitis B ademds de demostrar la exposicion previa al virus de la hepatitis B (9).

5.5.1.3 Resumen del procedimiento de pruecba

AUSAB RIA realizado de conformidad con la SWI J001657 de sanofi pasteur
(Radioinmunoandlisis para la deteccidn cuantitativa del anticuerpo contra el antigeno de
superficie de hepatitis B en sueros humanos).

El control positivo del kit de la prueba AUSAB se analizd en tres repeticiones; el control negativo
se analiz6 en siete repeticiones utilizando las placas de anélisis suministradas en el kit de prueba.
Al principio v al final de cada analisis se analiza aisladamente un grupo de tres marcadores que
consisten en control negativo, marcador bajo y marcador alto. En cada serie de pruebas se analiz6
aisladamente el estandar internacional de la OMS, diluido previamente a una concentracién de
trabajo de 50 mUT/mL, para determinar las tendencias de los controles. Se afiadi6 suero fetal
bovino (FSB) a 3 pocillos repetidos para actuar como testigo de la prueba.

Cada muestra de prueba se diluy6 en FBS y se analiz6 aisladamente. Las diluciones se basaron en
los resultados obtenidos en pruebas anteriores o en concentraciones histéricas determinadas en
estudios anteriores. Se colocd una sola microesfera recubierta de HHBsAg en cada pocillo de la
placa de analisis. Se incubaron las placas a temperatura ambiente durante 16 a 20 h. Tras la
incubacion, el liquido se aspir6 de las placas y se lavd cada microesfera. Se puso 125 HBsAg en
cada pocillo y se incubé a temperatura ambiente durante 4 h. Tras la incubacitn, el liquido se
aspird de las placas y se lavé cada microesfera. Las microesferas se transfirieron a los tubos de
conteo y la radiactividad presente en cada muestra de prueba ocasionada por el 1. HBsAg ligado
se midi6 con un contador gamma en CPM dentro de las 24 horas posteriores al lavado final. Se
determinaron las titulaciones de las muestras en mUI/mL utilizando Ia férmula de Hollinger (8).

5.5.1.4 Resumen de la validacién de la prueba

El AUSAB RIA se validé evaluando su precision, diluibilidad, LOD y LLOQ. El anélisis de los
datos demostrd un rendimiento éptimo de esta prueba para la cuantificacion de los niveles de
anticuerpos anti-HBsAg en muestras de suero humano de los estudios clinicos.
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