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552 Andlisis de quimioluminiscencia del antigeno de superficie de hepatitis B

5,5.2.1 Principio de la prucba

Para la determinacién cuantitativa in vifro de los anticuerpos totales contra HBsAg en suero
humano se utiliza el analisis VITROS anti-HBs, aprobado por la FDA y disponible
comercialmente, mediante el sistema de inmunodiagndstico VITROS® ECVECIQ.

El sistema de inmunodiagnéstico VITROS ECi/ECiQ realiza analisis inmunodiagnésticos en
muestras de suero humano con tecnologia de deteccion de quimioluminiscencia. Todas las
reacciones se realizan dentro de los pocillos recubiertos con HBsAg. El sistema de
inmunodiagnéstico VITROS ECVECIQ utiliza la formacién de un sandwich de antigeno con
mediacién de anticuerpos para detectar la presencia de inmuno globulina anti-HBsAg total en
suero humano. Este resultado implica la reaccion del anti-HBsAg de la muestra con HBsAg
(subtipos ad y ay) derivado de plasma recubierto en fos pocillos. Luego, un conjugado de HBsAg
(subtipos ad y ay) marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP) forma complejos con los
antigenos anti-HBsAg unidos, para formar un sandwich de antigeno. Los materiales no ligados se
eliminan mediante lavado. Se afiade a los pocillos un reactivo que contiene sustratos luminégenos
(un derivado de luminol y una sal perécida) y un agente de transferencia de electrones. La HRP
del conjugado ligado cataliza la oxidacién del derivado de luminol, produciendo luz. El agente de
transferencia de electrones incrementa el nivel y la duracion de la luz producida. El sistema
inmunodiagnéstico VITROS ECI/ECIQ lee las sefiales luminicas. La cantidad de conjugado de
HRP ligado es directamente proporcional a la concentracion de anticuerpos anti-HIBsAg presentes
en la muestra.

5522 Justificacién/Fundamentacién de la prueba

El anélisis VITROS anti-HBs de Ortho Clinical Diagnostics es un método con licencia de la FDA
de EE. UU. para la determinacion cuantitativa de los anticuerpos totales anti-HBsAg en suero
humano utilizando el sistema de inmunodiagnostico VITROS ECECiQ. La aprobacién inicial
previa a la comercializacion (n.° PO00014) para el paquete de reactivos y calibradores anti-HHBsAg
de VITROS Immunodiagnostic Products se recibié de la FDA el 29 de septiembre de 2000 (10).
El complemento a la presentacion original que describe el enfoque cuantitativo para medir los
anticuerpos anti-HBsAg, n.* P000014 S009, fue aprobado por la FDA en septiembre de 2004 (11).

5.52.3 Resumen del procedimiento de prucha

Andlisis VITROS anti-HBs realizado de conformidad con la SWI J004212 de sanofi pasteur
(Andlisis Ortho VITROS ECi para la deteccion de anticuerpos conira el antigeno de superficie de
hepatitis B).

El andlisis cuantitativo VITROS anti-HBs se lieva a cabo utilizando el sistema de
inmunodiagnéstico VITROS ECI/ECiQ. El fabricante (Ortho-Clinical Diagnostics) suministra
todos los reactivos necesarios para realizar el analisis. Los paquetes de reactivos cuantitativos
anti-HBsAg se cargan en €l sistema de inmunodiagnéstico VITROS ECi/ECiIQ y la calibracion se
lleva a cabo utilizando calibradores de anlisis trazables al 1¢ estandar internacional anti-HBsAg
de 1la OMS. Tras la orden del operador, las muestras s¢ cargan automdticamente en el sistema y sé
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lieva a cabo el analisis en un medio cerrado en el cual el ordenador del sistema controla la
estabilidad de los parametros operativos (temperatura, humedad, tiempo).

El sistema de inmunodiagnéstico VITROS ECI/ECIQ consta de las siguientes dreas principales: la
unidad operativa, el centro de control del sistema (ordenador del sistema), ¢l centro de salida y la
unidad de alimentacion. La unidad operativa consta de cuatro centros: centro de administracion de
reactivos, centro de suministro, centro de muestreo y centro de procesamiento. La unidad
operativa se utiliza para cargar y descargar muestras, reactivos y suministros, y para llevar a cabo
el procesamiento de muestras y analisis. Ei centro de administracién de reactivos se utiliza para
cargar y descargar paquetes de reactivos. Dentro del centro de suministro se almacena el reactivo
universal de lavado y se trasporta al subsistema de medicion de reactivos y al subsistema de
lavado de pocillos; se recogen los desechos liquidos y sélidos de las muestras y de los reactivos.
Antes de que se pueda iniciar el procesamiento de muestras de suero, se programa la ubicacion de
las muestras en las bandejas de muestra utilizando el centro de control del sistema,

Las muestras se transfieren a microcopas, que s¢ colocan en tubos de 16 mm dispuestos en
bandejas universales de muestras de 6 tubos con codigo de barras. La toma de muestras y el
procesamiento tienen lugar en el sistema de inmunodiagndstico VITROS ECI/ECiQ. Cuando se
inicia el procesamiento de muestras, el centro de muestreo carga las muestras desde las bandejas
universales de muestras. El lector de cdigos de barra escanea el cédigo de la bandeja universal de
muestras. La sonda de medicién de muestra toma una punta desechable, aspira y dispensa el
liquido de muestra en el pocillo de analisis liberado del paquete de reactivos y después desecha la
punta usada.

En el centro de procesamiento los pocillos de anlisis se procesan individualmente. El contenido
del pocillo se mezcla y se incuba bajo condiciones controladas. El pocillo se lava con reactivo
universal de lavado y se aflade reactivo de sefializacion al pocillo, El luminémetro lleva a cabo
lecturas de la reaccion de quimioluminiscencia mejorada del pocilio. El sistema de
inmunodiagnéstico VITROS ECI/ECIQ comunica los resultados del andlisis de la muestra en
formato impreso a través del centro de salida.

552.4 Resumen de la validacion de la prueba

El analisis VITROS anti-HBs se validé evaluando su especificidad, exactitud, precision,
diluibilidad, estabilidad de la muestra y LOQ. El analisis de los datos demostrd un rendimiento
6ptimo de esta prueba para la cuantificacién de los anticuerpos contra el HBsAg en muestras de
suero humano de los estudios clinicos.

§525 Resumen del analisis de concordancia

Se llevé a cabo un analisis de concordancia entre los anélisis validados AUSAB RIA y VITROS
anti-1Bs realizados por GCI para evaluar la comparabilidad de los resultados generados por
ambos métodos. El analisis VITROS anti-HBs concordd con el AUSAB RIA lo que demuestra
que ambos andlisis generan resultados similares.
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5.6 Analisis serolégicos de polisaciridos capsulares de Haemophilus influenzae
tipo b

Se utilizaron dos anélisis para evaluar la respuesta inmunitaria a los anticuerpos contra el
polisacarido capsular de Hib: el PRP RIA realizado por GCI y el PRP ELISA realizado por HPA,
Porton Down,

Para los estudios A3L16 y A3L10, se utilizé HPA, Porton Down, para ¢l analisis de los
anticuerpos anti-Hib. Un estudio de concordancia mostré que el PRP RIA realizado por GCl y el
PRP ELISA realizado por HPA concordaban (seccién 5.6.2.6).

Las descripciones detalladas del PRP RIA realizado por GCl y del PRP ELISA realizado por HPA
que se presentan en la seccion 5.6.1.4 y enla seccion 5.6.2.5, respectivamente, demuestran que el
RIA y el ELISA son validos y aceptables para el uso previsto de cuantificar los anticuerpos anti-
PRP en sueros humanos. ' :

56.1 - Radioinmunoanilisis para fosfato de polirribosil ribitol de Haemophilus influenzae
tipo b

5.6.1.1 Principio de la prueba

Se determinaron los niveles séricos de anticuerpos anti-Hib mediante un RIA, en el cual se
‘ncuban muestras de suero con PRP radiomarcado. Los anticuerpos especificos se unen al
antigeno marcado con polisacérido capsular tritiado (*H-PRP) y forman complejos antigeno-
anticuerpo. Estos complejos se precipitan con sulfato de amonio y se recolectan por
centrifugacién, La radiactividad medida en el microgranulo precipitado, en CPM, es proporcional
a la cantidad de anticuerpos anti-PRP presentes en la muestra de suero. La concentracion de
anticuerpos contra el polisacérido capsular de Hib de la muestra de suero se determina a partir de
la curva de respuesta de concentracién generada por los resultados de la titulacién de las
diluciones del estandar de referencia analizadas en la prueba.

5.6.1.2 Justificacion/Fundamentacién de la prueba

Las determinaciones serolégicas de los anticuerpos contra el polisacéarido capsular de Hib se
realizaron usando un RIA tipo Farr, segin lo describe Anderson (12). EL RIA es mads sensible que
el andlisis de anticuerpos bactericidas para detectar anticuerpos anti-PRP y se pueden obtener
resultados para muestras que en caso contrario no presentarian respuesta inmunolégica en el
anélisis bactericida. E1 RIA es también especifico para las respuestas de anticuerpos anti-PRP,
mientras que el andlisis de anticuerpos bactericidas mide también los anticuerpos contra otros
antigenos de Haemophilus influenzae tipo b (13).

Por Gltimo, €l Comité de Expertos sobre Estandarizacion Biologica de la OMS ha demostrado que
¢l PRP RIA es un buen correlato de la efectividad clinica de las vacunas contra Hib (14).

5.6.1.3 Resumen del procedimiento de pruebha

PRP RIA realizado de conformidad con la SWI J001663 de sanofi pasteur (R4 para la
cuantificacién de anticuerpos anti-PRP).
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Cada referencia, control y muestra de prueba se diluyé en FBS y se analizo por duplicado. Se
afiadié doble marcacion a todos los tubos que contenian estdndar de referencia, controles de
calidad y muestras de prueba. Los tubos del anélisis se incubaron toda la noche a 4 °C. Se
precipitd el complejo radiactivo de cada tubo con sulfato de amonio saturado frfo, se incubé
durante 1 hora y se centrifugé a 11.000 rpm a 4 °C durante 5 min. Se aspiré el sobrenadante; el
microgranulo se disolvié en agua y se volvio a suspender en liquido de centelleo. La sefial
radiactiva se midi6 en un contador de centelleo. El porcentaje de fijacion se calculd normalizando
ol *H CPM con el marcador de volumen de *°Cl y calculando los valores a partir de la curva
estandar de referencia, El titulo de los anticuerpos anti-PRP se estimé sobre la base de la cantidad
de SH-PRP detectado en el precipitado, en comparacion con un antisuero de referencia calibrado.
La concentracién de la muestra se determiné mediante comparacién con una regresion lineal de la
curva estdndar de referencia.

5.6.1.4 Resumen de la validacién de la prueba

El PRP RIA se validé evaluando su precision, linealidad, robustez, LOD y LLOQ. El andlisis de
los datos demostré un rendimiento dptimo de esta prueba para la cuantificacién de los niveles de
anticuerpos anti-PRP en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

5.6,2 ELISA para conjugado de polisacdride capsular de Haemophilus influenzae tipo b
con albimina de suero humano

5.6.2.1 Principio de [a prueba

El método ELISA para HbOHA se utiliza para medir los niveles de IgG en suero humano
reactivos contra el polisacérido capsular de Haemophilus influenzae tipo b. El antigeno de
HbOHA se adsorbe en los pocillos de una placa de microtitulacién. En los pocillos se incuban
muestras de suero diluidas (muestras de prueba, estandar de referencia y conirol de calidad). 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 anticuerpos de cabra contra la I1gG
humana conjugados a fosfatasa alcalina. El conjugado se une al complejo antigeno-anticuerpo. El
exceso de conjugado se elimina por lavado y se afiade un sustrato cromégeno. I.a enzima unida
cataliza una reaccion hidrolitica, que inicia una coloracion. La reaccion se detiene después de al
menos 60 minutos o de que el suero de referencia llegue a una DO especifica. Los resultados se
leen en un espectrofotémetro (lector de placas de ELISA). Los resultados se registran en pg/mL.

5.6.2.2 Justificacién/Fundamentacién de la prueba

El ELISA para HbOHA es un método eficiente para la investigacion sistemética de la serologia de
anticuerpos contra el polisacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo b. El ELISA para
HbOHA es un método relativamente sencillo, ripido y econémico, que elimina el uso de isdtopos
radiactivos y requiere cantidades pequefias de material para medir anticuerpos contra el
polisacérido capsular de Haemophilus influenzae tipo b en sueros humanos.

STTAN D
APODER







sanofi pasteur
352-Hexaxim

5.6.2.3 Antecedentes para la prueba

El ELISA para HIbOHA realizado segin el procedimiento operativo estindar SOP EV/056/03
(Enzimoinmunoandlisis de adsorcidn para HhOHA) fue validado antes de su utilizacién para
analizar muestras clinicas (seccién 5,6.2.5), Los estudios de validacién mostraron que el ELISA
para HbOHA es adecuado para el uso previsto de medir los niveles de 1gG en suero humano
reactivos contra el polisacérido capsular de Haemophilus influenzae tipo b,

5.6.2.4 Resumen del procedimiento de prueba

Se recubrieron placas de microtitulacién con solucién de antigeno de cobertura afiadiendo
HbOHA diluido a todos los pocillos de 1a placa de microtitulacion. Las placas recubiertas se
lavaron con tampén de lavado después de su incubacion. Se diluyé el esténdar de referencia, lote
1983 del Centro de Evaluacion e Investigacién Biolégica (CBER), para crear una concentracion
de trabajo que se diluye en serie a lo largo de la columna de la placa. El estéandar de referencia se
analizé por duplicado en cada placa. Se utilizaron los controles internos adecuados, Cada muestra
de prueba se diluyo en siete diluciones dobles en serie en medio de cultivo a lo largo de las filas
de la placa. Las muestras diluidas se transfirieron de la placa de diluci6n a la placa recubierta con
antigenos. Las placas se cubrieron e incubaron a temperatura ambiente durante 60 a 90 minutos.
El conjugado de anticuerpos se diluyo a la dilucién de trabajo optima y se agrego a cada pocillo.
Tras la incubacion, se aftadié a todos los pocillos solucion de sustrato cromégeno. Las placas se
cubrieron e incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se controlé por
espectrofotometria la formacién de color hasta que la DO del pocillo que contenia ia
concentracién de 1/800 del estandar de referencia alcanzé un valor de 2 a 2,4. La concentracidn se
determind a partir de un ajuste logistico de 4 pardmetros de la curva estandar de referencia.

5.6.2.5 Resumen de la validacion de la prueba

HPA valido el ELISA para HbOHA evaluando su exactitud, repetibilidad, precisién intermedia,
especificidad, linealidad, rango, LOD y LLOQ. El analisis de los datos demostré un rendimiento
optimo de esta prueba para la cuantificacion de Jos anticuerpos contra el polisacarido capsular de
Haemophilus influenzae tipo b en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

56.2.6 Resumen del anilisis de concordancia

Se llevé a cabo un analisis de concordancia entre los analisis validados PRP RIA, realizado por
GCI, y ELISA para HbOHA, realizado por HPA, para evaluar la comparabilidad de los resultados
generados por ambos métodos. El PRP RIA concord6 con el ELISA para HbOHA lo que
demuestra que ambos andlisis generan resultados similares.

5.7 Kit ELISA Enzygnost de Dade Behring para IgG anti-MMRV

Los kits ELISA Enzygnost® de Dade Behring son kits de diagnéstico comerciales que se utilizan
para cuantificar la cantidad de anticuerpos contra sarampidn, parotiditis, rubdola y varicela zoster
en suero humano. Estos ELISA se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones del fabricante
para cada prueba, con la adicion de controles de calidad internos y valores de corte revisados para
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los valores positivos anti-IgG basados en debates con ¢l CBER sobre la sensibilidad de! andlisis.
Por debajo de estos valores de corte revisados (300 mUl/mL, 500 U/mL y 300 mUL/mL para
sarampion, parotiditis y varicela, respectivamente), la seropositividad se confirma o comunica
basandose en métodos funcionales (seccién 5.8).

57.1 Principio de la prueba

Los kits se suministran con placas de 96 pocillos que contienen 6 tiras de poliestireno recubiertas
compuestas por 8§ pares de pocillos en cada tira. L.os pocillos del lado izquierdo de cada par llevan
adsorbido antigeno viral derivado de células de mamifero cultivadas infectadas (positivos para ¢l
antigeno) y los pocillos del lado derecho de cada par llevan adsorbidos componentes celulares de
las mismas células de mamifero cultivadas, pero sin infectar (negativos para el antigeno). Ciertos
anticuerpos especificos del estandar de referencia, de los controles de calidad y de las muestras de
prueba se unen al antigeno inmovilizado. L.os anticuerpos no unidos se lavan de los pocillos y se
afiaden anticuerpos contra las inmunoglobulinas humanas conjugados a enzimas. El conjugado de
enzimas se une al complejo antigeno-anticuerpo. Se lava el conjugado excedente y se agrega un
sustrato colorimétrico especifico. Las enzimas ligadas catalizan una reaccion hidrolitica que
provoca que se revele el color. Después de un tiempo especifico, se detiene la reaccién. 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). Para cada
muestra de prueba, muestra de referencia o muestra de control, se calcula la diferencia de
absorbancia (AOD) entre los pocillos positivos y negativos al antigeno para cada dilucién. Para
cada antigeno especifico de los kits de analisis se determinan las concentraciones de anticuerpos
especificos de antigenos.

572  Justificacién/Fundamentacién de la prueba

Los anticuerpos contra las vacunas MMRYV se pueden medir por medio de analisis
inmunoquimicos o funcionales. Los métodos de ELISA para IgG se crearon como alternativa a los
andlisis de neutralizacién reductora de placas (PRNT) para sarampién y parotiditis, al andlisis de
inhibicion de la hemaglutinacién (HAI) para la rubéola y al andlisis de anticuerpo fluorescente
para antigeno de membrana (FAMA) para el VZV. El ELISA es un método adecuado para la
evaluacién sistematica de anticuerpos contra MMRYV en muestras clinicas porque es un método
sencillo, rapido y econémico que requiere cantidades pequefias de material.

573 ELISA Enzygnost para IgG contra sarampion

57.3.1 Resumen del procedimiento de prueba

Las tiras de analisis estaban recubiertas y constaban de pocillos positivos para el antigeno (Agt)
recubiertos de antigeno viral derivado de células renales de mono infectadas por ¢l virus del
sarampion y pocillos negativos para el antigeno (Ag-) recubiertos de antigeno derivado de
componentes celulares de las mismas células renales de mono, pero no infectadas. El estandar de
referencia se analizé por duplicado al principio y al final de cada placa de anlisis, en los pocillos
Agty Ag- de la tira de andlisis. Se utilizd el estandar de referencia para calcular la titulacién de
anticuerpos contra el virus del sarampion en las muestras de suero. Cada control se analizé
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aisladamente en los pocillos Ag+ y Ag- de la tira de andlisis. Se afiadié tampén de muestras\%'\!'[f‘@\?
aisladamente a los pocillos Ag+ y Ag- de la tira de andlisis para actuar como testigo de la prucba.,
Cada muestra de prueba se analizé aisladamente en los pocillos Ag+y Ag- de la tira de andlisis.

Las placas se cubrieron ¢ incubaron a 37 °C durante 60 minutos. El conjugado de anticuerpos se
diluyé a la dilucion de trabajo éptima y se agregd a cada pocillo. Las placas se cubrieron e

incubaron a 37 °C durante 60 minutos, Tras la incubacién, se agregd solucién de sustrato

enziméatico a todos los pocillos, Las placas s cubrieron e incubaron a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 30 min, Tras la incubacién, se detuvo la reaccién con acido sulfurico 0,5 Ny se
leyeron las placas por espectrofotometria a 450 nm con una correccién de 650 nm, Para cada

muestra de prueba, muestra de referencia o muestra de control, se calcul¢ la diferencia de

absorbancia (AOD) entre los pocillos positivos y negativos al ant{geno para cada dilucién.

5.7.3.2 Resumen de la validacion de Ia prueba

El procedimiento de ELISA para IgG de sarampion se validé evaluando su precision, exactitud,
especificidad, linealidad, robustez y LLOQ. El analisis de los datos demostrd que el ELISA para
IgG de sarampién era adecuado para el uso previsto de medir los anticuerpos contra el sarampién
en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

574 FLISA Enzygnost para IgG contra parotiditis

57.4.1 Resumen del procedimiento de prueba

Las tiras de analisis estaban recubiertas y constaban de pocillos positivos para el antigeno (Ag+)
recubiertos de antigeno viral derivado de células renales de mono infectadas por el virus de la
parotiditis y pocillos negativos para el antigeno (Ag-) recubiertos de antigeno derivado de
componentes celulares de las mismas células renales de mono, pero no infectadas. El estandar de
referencia se analizé por duplicado al principio y al final de cada placa de anélisis, en los pocillos
Ag+y Ag- de la tira de andlisis. Se utiliz6 el estandar de referencia para calcular la titulacion de
anticuerpos contra el virus de la parotiditis en las muestras de suero. Cada control se analizé
aisladamente en los pocillos Ag+y Ag- de la tira de anlisis. Se afiadid tampén de muestras
aisladamente a los pocillos Ag+y Ag- de latira de analisis para actuar como testigo de la prueba.
Cada muestra de prueba se analizé aisladamente en los pocillos Ag+y Ag- de la tira de analisis,
T.as placas se cubrieron ¢ incubaron a 37 oC durante 60 minutos. El conjugado de anticuerpos se
diluy6 a la dilucion de trabajo Optima y se agreg( a cada pocillo. Las placas se cubrieron €
incubaron a 37 °C durante 60 minutos. Tras la incubacion, se agregd solucidén de sustrato
enzimatico a todos los pocilles, Las placas se cubrieron e incubaron a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 30 min. Tras la incubaci6n, se detuvo la reaccién con dcido sulfurico 0,5 Ny se
leyeron las placas por espectrofotometria a 450 nm con una correccién de 650 nm, Para cada
muestra de prueba, muestra de referencia o muestra de control, se calculd la diferencia de
absorbancia (AOD) entre los pocillos positivos y negativos al antigeno para cada dilucidn.

57.42 Resumen de la validacién de la prueba

El procedimiento de ELISA para IgG de parotiditis se validé evaluando su precision, exactitud,
especificidad, linealidad, robustez y LLOQ. El analisis de los datos demostrd que el ELISA para
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1gG de parotiditis era adecuado para el uso previsto de medir los anticuerpos conira la par&%qgﬁ°
en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

5.7.5 ELISA Enzygnost para IgG contra rubéola

57.5.1 Resumen del procedimiento de prueba

Las tiras de analisis estaban recubiertas y constaban de pocillos positivos para el antigeno (Ag+)
recubiertos de antigeno viral derivado de células renales de mono infectadas por el virus de Ia
rubéola y pocillos negativos para el antigeno (Ag-) recubiertos de antigeno derivado de
componentes celulares de las mismas células renales de mono, pero no infectadas. El estindar de
referencia se analizé por duplicado al principio y al final de cada placa de andlisis, en los pocillos
Ag+y Ag- de la tira de andlisis. Se utilizd el estandar de referencia para calcular la titulacion de
anticuerpos contra el virus de la rubéola en las muestras de suero. Cada control se analizo
aisladamente en los pocillos Ag+y Ag- de la tira de andlisis. Se afiadié tampdn de muestras
aisladamente a los pocillos Ag+ y Ag- de la tira de analisis para actuar como testigo de la prueba.
Cada muestra de prueba se analizo aisladamente en los pocillos Ag+y Ag- de la tira de andlisis.
Las placas se cubrieron e incubaron a 37 °C durante 60 minutos. El conjugado de anticuerpos se
diluy6 a la dilucién de trabajo éptima y se agregd a cada pocillo. Las placas se cubrieron e
incubaron a 37 °C durante 60 minutos. Tras la incubacién, se agregd solucion de sustraio
enzimatico a todos los pocillos, Las placas se cubricron ¢ incubaron a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 30 min. Tras la incubacion, se detuvo la reaccion con acido sulfirico 0,5 N y se
leyeron las placas por espectrofotometria a 450 nm con una correccion de 650 nm. Para cada
muestra de prueba, muestra de referencia o muestra de control, se calculd la diferencia de
absorbancia (AOD) entre los pocillos positivos y negativos al antigeno para cada dilucion.

5752 Resumen de la validacién de la prueba

B! procedimiento de ELISA para IgG de rubéola se valido evaluando su precision, exactitud,
especificidad, linealidad, robustez y LLOQ. ] analisis de los datos demostré que el ELISA para
1gG de rubéola era adecuado para el uso previsto de medir los anticuerpos contra la rubéola en
muestras de suero humano de los estudios ¢linicos.

5.7.6 [ELISA Enzygnost para IgG contra varicela

5.7.6.1 Resumen del procedimiento de pruebha

Las tiras de andlisis estaban recubiertas y constaban de pocillos positivos para e} antigeno (Ag+)
recubiertos de antigeno viral derivado de células renales de mono infectadas por el virus VZV y
pocillos negativos para el antigeno (Ag-) recubiertos de antigeno derivado de componentes
celulares de las mismas células renales de mono, pero no infectadas. El estdndar de referencia se
analizé por duplicado al principio y al final de cada placa de andlisis, en los pocillos Ag+y Ag- de
la tira de andlisis. Se utilizo el estandar de referencia para calcular la titulacién de anticuerpos
contra el virus VZV en las muestras de suero. Cada control se analizd aisladamente en los pocillos
Agty Ag- de latira de andlisis. Se afiadi¢ tamp6n de muestras aisladamente a los pocillos Agt+y
Ag- de la tira de anlisis para actuar como testigo de la prueba. Cada muestra de prueba se analizé
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aisladamente en los pocillos Agt+y Ag- de latira de andlisis. Las placas se cubrieron e incubaron
a 37 °C durante 60 minutos. E! conjugado de anticuerpos se diluy6 a la dilucién de trabajo Optima
v se agregd a cada pocillo. Las placas se cubrieron e incubaron a 37 °C durante 60 minutos. Tras
la incubacién, se agregd solucion de sustrato enzimatico a todos los pocillos. Las placas se
cubrieron e incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min. Tras la incubacion,
se detuvo la reaccién con dcido sulfurico 0,5 Ny se leyeron las placas por espectrofotometria a
450 nm con una correccién de 650 nm. Para cada muestra de prueba, muestra de referencia o
muestra de control, se calculd la diferencia de absorbancia (AOD) entre los pocillos positivos y
negativos al antigeno para cada dilucion.

5.7.62 Resumen de la validacién de la prueba

Bl procedimiento de ELISA para [gG de VZV se validé evaluando su precision, exactitud,
especificidad, linealidad, robustez y LLOQ. El analisis de los datos demostrd que el ELISA para
IgG de VZV era adecuado para el uso previsto de medir los anticuerpos anti-VZV en muestras de
suero humano de los estudios clinicos.

5.8 Analisis seroldgicos funcionales para MMV
581 PRNT antisarampion

5.8.1.1 Principio de la prueba

La PRNT contra el sarampién es un analisis funcional in vifro que mide el nivel de anticuerpos
neutralizantes contra el virus del sarampién. Se mezclan diluciones seriadas de suero de desafio
con virus del sarampion y se incuban con células Vero cultivadas sensibles al virus. Los
anticuerpos neutralizantes especificos que conticne el suero se unen a los virus de desafio y los
neutralizan. En presencia de anticuerpos neutralizantes, la infectividad del virus de desafio se
reduce, como lo determina la reduccion del CPE viral en cultivo de células Vero. Esta
disminucién se pone de manifiesto por la reduccion de placas en el analisis.

Para determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes contra el sarampidn, se cuentan las placas
después de teflir la monocapa celular y se determina una neutralizacién reductora de placas con
titulacion del 50 % (PRNTsp). La PRNT;p se define como la inversa de la dilucién del suero de
prueba para la cual la infectividad del virus expresada como unidad formadora de placas (UFP) se
reduce en un 50 Y%. Los titulos (PRNTso) se expresan después en mUL/mL tras su calibracion
respecto al suero humano estandar internacional de la OMS (2° estandar internacional o 3%
estandar internacional), que se analizan en la misma setie.

5812 Justificacién/Fundamentacién de la prueba

La PRNT contra el sarampion es el método de referencia utilizado para medir los anticuerpos
neutralizantes contra el sarampi6n. El métedo permite una evaluacion in vitro de la funcién
neutralizante de los anticuerpos séricos que se considera que participan en la proteccion contra la

enfermedad.
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5.8.1.3 Resymen del procedimiento de prueba % —

Se dispens¢ suspensién de células Vero en cada pocillo de unas placas de cultivo de tejidos de 24
pocillos; las placas se incubaron durante 3 dias a 37 °C en una incubadora con CO, humidificada.
Se afiadié el estandar internacional de la OMS por duplicado a una placa de microtitulacién de 96
pocillos y se diluyé en diluciones dobies en serie a lo largo de la serie de dilucion
correspondiente. Se afiadié cada muestra de control y de prueba aisladamente a una placa de
microtitulaciéon de 96 pocillos y se diluy6 en diluciones dobles en serie a lo largo de la serie de
dilucién correspondiente. En cada serie analitica se incluyeron también pocilios de control celular
y de control de virus de desafio del sarampi6n, El virus de desafio del sarampidn se prepard
utilizando 1a dilucién de trabajo determinada previamente y se dispensé en cada pocillo, salvo en
los pocillos de control celular. Las placas s incubaron a 37 °C durante 2 horas con 45 minutos.

Tras aspirar el medio de cultivo celular de las placas de 24 pocillos que contenian monocapas de
células Vero, se distribuyé cada dilucion de la mezcla "suero-virus" en la placa de 24 pocillos por
duplicado. Las placas se incubaron durante 2 horas con 45 minutos a 37 °C. Tras la incubacion, se
aspiré el inéculo de "suero-virus” de cada pocillo de las placas de 24 pocillos y se afiadié medio
de cobertura a cada pocillo, Las placas se incubaron a 37 °C durante 5 dias. Tras la incubacién, las
placas se lavaron con tampon de fosfato. Las células se fijaron y se tifieron con solucién de cristal
violeta. Las placas se enjuagaron con agua del grifo y se dejaron secar antes de contar
manualmente la placa de cada pocillo. El criterio de valoracién del analisis se define como la
inversa de la dilucion del suero de prueba en el que la infectividad viral se reduce en un 50 %, que
se calcula por ¢l método de Kérber modificado. Los titulos de anticuerpos neutralizantes contra
parotiditis se expresan como mUl/mL usando el estédndar internacional antiparotiditis de la OMS
como referencia.

5.8.1.4 Resumen de la validacién de la prueba

La PRNT contra el sarampién se valido evaluando su precision, exactitud, diluibilidad,
especificidad, LLOQ, estabilidad y robustez/solidez. El andlisis de los datos demostrd que la
PRNT contra el sarampion era adecuada para el uso previsto de medir los anticuerpos
neutralizantes contra el virus del sarampién en muestras de suero humano de los estudios clinicos.

5.8.2 PRNT antiparotiditis

5.8.2.1 Principio

I.a PRNT contra la parotiditis es un andlisis funcional i vitro que mide el nivel de anticuerpos
neutralizantes especificos contra el virus de la parotiditis. Se mezclan diluciones seriadas de suero
de desafio con virus de la parotiditis y se incuban con células Vero cultivadas, sensibles al virus.
Los anticuerpos neutralizantes especificos que contiene el suero se unen a los virus de desafio y
los neutralizan. En presencia de anticuerpos neutralizantes, la infectividad del virus de desafio se
reduce, como lo determina la reduccion de un CPE viral en cultivo de células Vero. Esta
disminucion se pone de manifiesto por la reduccion de placas en el analisis.

Para determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes contra la parotiditis, se cuentan las placas
después de tefiir la monocapa celular y se determina un titulo de PRNTs;. La PRNT50 se define
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1a inmunogenicidad se analizé usando el conjunto de analisis ITT.
o Respuestas de anticuerpos contra difteria y tétanos

Para la difteria, los porcentajes de sujetos al nivel de > 0,1 Ul/mL fueron elevados (2 96,0 %) para
ambos grupos. Al nivel de > 1,0 Ul/mL fueron del 72,9 % en el grupo primovacunado con
Hexaxim y del 77,4 % en el grupo primovacunado con el control. Para el tétanos, todos los sujetos
(100 %) alcanzaron el nivel de > 0,1 U/mL. Los porcentajes de sujetos que alcanzaron el nivel de
> 1,0 UI/mL también fueron elevados (= 95,0%) en ambos grupos. Los GMT fueron similares en
ambos grupos paraD y T.

¢ Respnestas de anticuerpos anti-PT y anti-FHA

Para PT, los indices de seroconversién y los indices de respuesta de refuerzo fueron similares en
ambos grupos, Los GMT fueron més bajos en el grupo primovacunado con Hexaxim que en el
grupo primovacunado con Pentaxim + Engerix B.

Para FHA, los indices de seroconversién tendfan a ser mds elevados en el grupo primovacunado
con Pentaxim + Engerix B que en el grupo primovacunado con Hexaxim. Las respuestas de
refuerzo y los GMT fueron similares en ambos grupos.

o Respuestas de anticuerpos antipoliovirus

Para todos los poliovirus, el 100 % de los sujetos de ambos grupos alcanzd titulos > 8 (1/dil), Para
los poliovirus, los GMT fueron mas elevados en el grupo primovacunado con Pentaxim + Engerix
B que en el grupo primovacunado con Hexaxim. Para los poliovirus 2 y 3 los GMT fueron
similares en ambos grupos.

o Respuestas de anticuerpos anti-Hep B

Los porcentajes de sujetos al nivel de > 0,1 Ul/mL y los GMT foeron mas elevados en el grupo
primovacunado con Pentaxim + Engerix B que en el grupo primovacunado con Hexaxim,

s Respuestas de anticuerpos anti-PRP

‘Los porcentajes de sujetos que alcanzaron el nivel de > 1,0 Ul/mL fueron similares en ambos
grupos. Los GMT fueron mas elevados en el grupo primovacunado con Pentaxim -+ Engerix B
que en el grupo primovacunado con Hexaxim. No obstante, ambos grupos alcanzaron indices de

proteccién similares y elevados, reduciendo asi al minimo la importancia clinica de la diferencia
numérica observada en los GMT.

Principales conclusiones:
En este estudio se demostrd que:

e Baséndose en la inmunogenicidad, Pentaxim indujo una respuesta satisfactoria para todos los
antigenos cuando se administrd en dosis de refuerzo a los 18 meses, independientemente de
que los sujetos hubieran sido primovacunados con Hexaxim o con Pentaxim.

Este estudio respalda el uso de Pentaxim en la inmunizacién de refuerzo de nifios pequefios a los

18 meses previamente primovacunados con Hexaxim.
ROXA Ag EMLONE CHRISTIARDOKINGUEZ
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2.3 Estudios de fase HI

2.3.1  A31.04 (serie primaria)

Titulo: estudio a gran escala de la seguridad de Hexaxim en comparacién con Tritanrix-
HepB/Hib + OPV administrado a los 2, 4 y 6 meses a 2133 lactantes de América Latina (México
y Pert), Los tnicos datos de inmunogenicidad recogidos en este estudio fueron la respuesta de
anticuerpos al antigeno Hep B en un subconjunto de 306 sujetos mexicanos®, entre ellos las
respuestas inmunitarias anti-Hep B entre 3 lotes de Hexaxim.

Objetivo de inmunogenicidad. describir la respuestas de anticuerpos al antigeno Hep B de s0lo 3
lotes de la vacuna Hexaxim y en el grupo de control.

Disefio del estudio: estudio multicéntrico controlado, de 4 ramas, con observador ciego,
aleatorizado y de grupos paralelos.

Resumen del andlisis estadistico: analisis descriptivo de la respuesta inmunitaria a Hep B en un
subconjunto de 306 sujetos mexicanos (204 en el grupo de Hexaxim y 102 en el grupo de control)
que recibieron vacunas Hexaxim o Tritanrix-HepB/Hib.

Resultados

En la Tabla 2.7 se presenta la demografia para el subconjunto incluido en el conjunto de analisis
ITT de este estudio.

/N

{
3 El calendario nacional de vacunacion no incluye la vacuna contra Hep % al na\;er.
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como la inversa de la méaxima dilucién del suero de prueba para la cual la infectividad del virus,
expresada como UFP, se reduce en > 50 %.

5.8.2.2 Justificacion/Fundamentacion de la prueba

La PRNT contra la parotiditis es el método de referencia utilizado para medir los anticuerpos
neutralizantes contra la parotiditis. El método permite una evaluacién in vifro de la funcién
neutralizante de los anticuerpos séricos que se consideran involucrados en la proteccion contra la
enfermedad.

5.8.2.3 Resumen del procedimiento de prueba

Se dispensé suspension de células Vero en cada pocillo de unas placas de cultivo de tejidos de 24
pocillos, y se incubaron las placas durante 3 dias a 37 °C en una incubadora con CO,
humidificada. Se afiadid cada muestra de control aisladamente a una placa de microtitulacion de
96 pocillos y se diluy6 en diluciones dobles en serie & lo largo de la serie de dilucién
correspondiente. En cada serie analitica se incluyeron también pocillos de control celular, de
control de virus de desafio de la parotiditis (N) y de media dosis de control de virus de desafio de
la parotiditis (N/2). Se afiadié cada muestra de prueba aisladamente a una placa de microtitulacion
de 96 pocillos y se diluy6 en diluciones dobles en seric a lo largo de la serie de dilucion
correspondiente. La dosis de desafio del virus de la parotiditis se preparé utilizando la dilucién de
trabajo determinada previamente. La media dosis de virus de desafio de la parotiditis (N/2) se
preparé a partir de la dilucion de trabajo del virus de desafio de la parotiditis (N). Se dispensé
suspension viral (N) en cada pocillo, salvo en los pocillos de control celular. Las placas se
incubaron a 37 °C durante 1 hora. Se dispensaron anticuerpos de conejo contra la IgG humana en
todos los pocillos de la placa de analisis y se incubaron durante 15 min en un agitador de placas.

Tras aspirar el medio de cultivo celular de las placas de 24 pocillos que contenian monocapas de
células Vero (después de 3 dfas de incubacién posterior a la siembra), se distribuy¢ cada dilucidén
de la mezcla "suero-virus" en la placa de 24 pocillos por duplicado. Las placas se incubaron
durante 1 hora a 37 °C. Tras la incubaci6n, se aspird el inéculo de "suero-virus" de cada pocillo de
las placas de 24 pocillos y se afiadié medio de cobertura a cada pocillo. Las placas se incubaron a
37 9C durante 7 dfas. Tras la incubacién, las placas se lavaron con tampén de fosfato. Las células
se fijaron y se tifieron con solucién de cristal violeta. Las placas se enjuagaron con agua del grifo
y se dejaron secar antes de contar manualmente las placas de cada pocillo. El criterio de
valoracién del analisis es una PRNTsg, que se define como la inversa de la maxima dilucién del
suero de prueba para la cual la infectividad del virus, expresada como UFP, se reduce en un 50 %
0 més.

5.8.2.4 Resumen de la validacién de la prueba

La PRNT contra la parotiditis se validé evaluando su precisién, exactitud, diluibilidad,
especificidad, LLOQ, estabilidad y robustez. El anélisis de los datos demostrd que la PRNT
contra la parotiditis era adecuada para el uso previsto de cuantificar los niveles de anticuerpos
neutralizantes contra el virus de la parotiditis en muestras de suero humano de los estudios

clinicos.
a /M
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5.8.3  Andlisis FAMA para el virus de varicela zoster

5.8.3.1 Principio de la prueba

Los niveles séricos de anticuerpos contra el virus de varicela zdster (VZV) se determinan con un
analisis FAMA en el cual se detectan los anticuerpos séricos reactivos con los antigenos de
membrana del VZV por inmunofluorescencia indirecta. Los anticuerpos séricos reactivos con los
antigenos de membrana del VZV se unen a la superficie de fibroblastos de pulmén embrionario
humano (HELF) sin fijar infectados con VZV. Tras la adicién de anticuerpos de cabra contra IgG
humana conjugados con fluorescetna, que interactian especificamente con los anticuerpos unidos,
la presencia de anticuerpos reactivos contra el VZV se determina por microscopia de
fluorescencia. Los titulos del andlisis se registran como la inversa de la maxima dilucidn de sueros
en la que se observa fluorescencia.

583.2 Justificacion/Fundamentacién de la prueba

El analisis FAMA para el VZV es el método de referencia para determinar anticuerpos conira el
virus de varicela zdster de relevancia biolégica (15) y para determinar la inmunidad a la varicela

(16).
5.8.3.3 Resumen del procedimiento de prucba

Se cultivaron células HELF hasta su confluencia antes de infectarlas con células HELF infectadas
por la cepa Ellen del VZV. Cuando se observé un CPE del 90 %, se recogieron las células y se
utilizaron en el analisis FAMA. Se afiadieron muestras de prueba y controles aisladamente a una
placa de microtitulacién de 96 pocillos y se diluyeron en seis diluciones dobles en serie a lo largo
de la placa. Las células HELF infectadas por el VZV se suspendieron de nuevo en PBS hasta una
concentracién conocida y se dispensaron en todos los pocillos de la placa de andlisis. Se
incubaron las placas durante 30 min. a temperatura ambiente en una cdmara himeda. Tras la
incubacién, las placas se centrifugaron a 1000 x g a 4 °C durante 10 min. Se aspiré el
sobrenadante y se lavaron las placas, que se centrifugaron después por segunda vez. Tras la
eliminacién del sobrenadante, se afiadié conjugado de anticuerpos a cada pocillo, diluido a una
dilucién de trabajo éptima. Se incubaron las placas durante 30 min. a temperatura ambiente en
una cdmara himeda. Tras la incubacién, se desecho el sobrenadante y se lavaron las placas con
PBS. Se volvieron a suspender las ¢élulas en una solucién de glicerol al 90 % y se examinaron por
microscopia de fluorescencia en busca de fluorescencia de membrana de las células infectadas. La
fluorescencia de membrana indica un resultado positivo y la falta de fluorescencia de membrana
indica un resultado negativo. Los resultados se registran como la inversa de la dilucién mas alta
(concentraciéon mds baja) que produce fluorescencia de membrana.

5.8.3.4 Resumen de la idoneidad de la prueba

El analisis FAMA para el VZV llevado a cabo en ¢l laboratorio Gershon en la Universidad de
Columbia fue creado por los Drs, Anne Gershon y Philip Brunell, en 1974 (16). Como importante
lider de opini6n en el campo de la varicela, el laboratorio de la Dra. Gershon ha utilizado el
analisis FAMA en numerosas investigaciones clinicas y sus datos se aceptan ampliamente; FAMA
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adquirida después de la enfermedad y tras la vacunacion contra la varicela (17).

6 Anexo
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