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La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los tres grupos son homogéneas. NS 2
. . P . . . % S N
Se describen las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia y el intervalo de ¢ A

del 95 % para 1 serie con 3 mediciones que se realizan de manera habitual en la tabla 45, tabla 46
y tabla 47 para el tipo 1, tipo 2 y tipo 3, respectivamente.

Tabla 45: Resultados estadisticos de la evaluacion de la repetibilidad y precisién intermedia
para la concentracién de poliovirus: tipo 1

Caracteristicas Media general Coeficiente de - Desviacién Intervalo de confianza
variactén estandar del 95 %
Caracteristicas de 8,69 1,5% 0,13 /-
repetibilidad 1ogqo(DICCs/mL)
Caracteristicas de 1,5% 0,13 + 0,16 logo(DICCs¢/mL).
precision intermedia

Como el intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia es inferior a + 0.5
log(DICCso/mL), el método es preciso para el tipo 1.

Tabla 46: Resultados estadisticos de la evaluacion de la repetibilidad y precisién intermedia
para la concentracién de poliovirus: tipo 2

Media general Coeficiente de ' Intervalo de confianza del
Caracteristicas variacion Desviacion estandar 05 % para 1 seriecon 3
mediciones
Caracteristicas de 3,84 1,1 % 0,10 /
repetibilidad fogo(DICCsy/mL)
Caracteristicas de 1,3% 0,12 + 0,19 log,o(DICCse/mL).
precision intermedia ‘

Como el intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia és inferior a + 0.5
log(DICCsp/mL), el método es preciso para el tipo 2.

Tabla 47: Resultados estadisticos de la evaluacién de la repetibilidad y precisién intermedia
para la concentracién de poliovirus: tipo 3

Media general Coeficiente de Intervalo de confianza del
Caracteristicas O:ariaci on Desviacidn estindar 95 % para 1 serie con 3
mediciones
Caracteristicas de 8,60 0,90% 0,08 !
repetibilidad logo(DICCsy/ml)
Caracteristicas de 0,92% 0,08 + 0,10 logo(DICCse/mLy).
precisién intermedia

Como el intervalo de confianza del 95% de la ‘precisic’m intermedia es inferior at+ 0,5
log1o(DICCso/mL), el método es preciso para el tipo 3.
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3.3.2.2.3 Conclusion

El método es especifico.

El método es lineal en el rango:

s Tipo 1:[5,12 - 8,95] log)o(DICCs¢/mL).

o Tipo 2: [4,65 — 10,94] log;o(DICCsp/mL).

s Tipo 3: [4,26 — 10,78] log1o(DICCsp/mL). _

La exactitud queda demostrada en el mismo rango, con una recuperacion de:
o Tipo l:entre el 102 % y el 108 %.

o Tipo 2: entre ¢] 108% y el 107%.

e Tipo 3: entre el 101% y el 105%.

El método es preciso, dado que el intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia es
igual a:

o +0,16 Iogm(DICCso/mL).
o +0,19 log1o(DICCsp/mL).
¢ +0,10 log;o(DICCso/mL).

El método es valido para determinar el titulo infeccioso en la vacuna antipohonuehtma inactivada
en las etapas de cosecha individual y bruta.

Nota: Esta validacion del método cubre también las etapas de lotes de siembra maestros, lotes de
siembra submaestros y lotes de siembra de trabajo.

33.3 Métodos de validacidn de la suspensién viral purificada y concentrada

Se presenta a continuacion la validacién de los procedimientos analfticos de la suspension viral
putificada y concentrada no descritos en la Ph. Eur. se presenta a continuacion.

3.3.3.1 Contenido proteico

3.3.3.1.1 Panorama

La adicion de una sal de cobre en un medio alcalino, seguida del reactivo de FOLIN
CIOCALTEU, a una solucién de proteinas produce un color azul oscuro. La intensidad de este
Ultimo se mide por espectrofotornetria a 760 nm. '

Dado que muchos compuestos no proteicos pueden afectar a la intensidad del color, la
precipitacion de las proteinas de antemano mejora la especificidad del andlisis.

Debido a que el método es un andlisis cuantitativo, las caracteristicas estudiadas son la
especificidad, la linealidad, la exactitud y la precision intermedia.

Como la longitud de onda (760 nm) no es especifica del complejo formado, no se llevard a cabo el
estudio de especificidad.
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Las concentraciones de los 3 serotipos de suspensién viral purificada y concentrada se’
equivalentes. En consecuencia, el estudio de precision sc lleva a cabo sobre el serotipo 1. ==

o Linealidad y exactitud: tres operadores realizaron tres pruebas independientes durante 3 dias.
Cada prueba incluia un rango de 5 concentraciones de muestra de prueba.

e Precision: se analizaron 3 grupos en condiciones de precision intermedia: los analisis se
llevaron a cabo de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria
homogénea, en el mismo laboratorio y los realizaron 3 operadores en dias diferentes. En cada
grupo se realizaron 6 andlisis en condiciones que garantizaban la repetibilidad: los analisis se
llevaron a cabo de manera independiente, utilizando el mismo método, en una muestra primaria
homogénea, en el mismo laboratorio, con el mismo equipo, con el mismo operador y en un
plazo breve.

Se presenta un resumen de la validacion en la tabla 48.
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Tabla 48: Contenido proteico: resumen de validacién

Caracteristicas Criterios de aceptacién

Resultados

Linealidad Piineatizad < 0,01 Después de un ajuste fineal de Y = concentracion medida en funcidn dej
X = concentracion tedrica, se observan las siguientes relaciones:
Tipo L:

Piineaticad < 0,0001

P yesviaciorn: de In linealidad = 0,50

Y =-0,959+1,012- X

Rango de linealidad: [53 - 165] pg/mL

Plineaticad < 0,0001

Pesviacion de Iz tineslidad ** 0,56

Y =-0,648 + 0,997 X

Rango de linealidad: [9 - [12} pg/mlL

Pineatidza < 0,0001

> 0,05

Pdesviacién de Ia linealidad

Pdesviaciém de Ia lincalidad ~ 051 7
Y =-4654+1,121- X
Rango de linealidad: [2 - 115] pg/mL

Las recuperaciones porcentuales promedio son las siguientes:

Exactitud
La recuperacion porcentual

promedio calculada para los niveles
de concentracion tedrica se
encuentra entre el 80 % y el 120 %.

Tipo_L: del 98 % al 102 %.
Tipo 2: del 97% al 99%.
Tipo 3: del 97 % al 111 %.

IPrecisién

El intervalo de confianza del 95 %
de la precisidn intermedia no debe

El estudio de precision se lleva a cabo en un lote de tipo 1 y cubre los
tipos 2y 3.

ser superior a:+ 30 pg/mL. - Media general: T = 122 pg/mL

- Los coeficientes de variacion de [a precision intraoperador e
intermedia son ambos iguales al: 8,12 %.

- Intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia para 1
serie con 1 medicidn: £ 23 pg/mL.

3.3.3.1.2 Resultados

Los datos son concentraciones de proteinas expresadas en pg/mL.

» Linealidad

La concentracion promedio de proteinas en la muestra pura es la media de 3 grupos:
o Purpipo; = 124,13 pg/mlL.
* Purripez = 75,21 pg/mL.
e Purripes = 69,47 pg/mL

La concentracidn tedrica de proteinas en la muestra se caleula del siguiente todo:
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Donde:

Concentracidn tedrica =

MVC_qty X Pur

Pur_qty

MVC_qty: volumen de suspension viral purificada y concentrada (mL).

Pur: concentracién de proteinas en la muestra pura (ug/mL).

.

e i@rsedios
o

Pur_gty: volumen de muestra pura = 0,2 mL para el tipo 1 e = 0,4 mL para los tipos 2 y 3.

Los resultados para cada serotipo se presentan en las siguientes tablas.

Linealidad para el tipo 1

Tabla 49: Linealidad: concentracidon de proteinas en Ia muestra del tipo 1 (pg/mL)

Volumen de
suspensién viral

purificada y Grupe 1 Grupo 2 Grupo 3
Concentracién teorica (ug/mL) | concentrada (mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL)
62,07 0,10 63,18 63,_66 62,36
93,10 0,15 . 97,58 87,46 89,95
124,13 0,20 126,86 123,63 121,90
155,16 0,25 156,96 154,54 159,24
248,26 0,40 234,28 248,52 219,14

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los 3 grupos no son homogéneas.

La prueba de Dixon muestra un valor aberrante. En consecuencia no se puede llevar a cabo la
ecuacion de la recta de regresion (vea la figura 4),
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Figura 4: Grifico de linealidad del tipo 1: cinco concentraciones
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Como la concentracion maés elevada tiene la mayor variabilidad, el andlisis de lineal
tipo 1 se lleva a cabo sobre las cuatro primeras concentraciones, esto es [62,07 — 155,16

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de los 3 grupos son homogéneas considerando
las cuatro concentraciones.

El anélisis de varianza permite llegar a la conclusion de que la pendiente y el ajuste correcto de la
regresion lineal son significativos. Existe una dependencia lineal entre la concentracién tedrica y
las concentraciones medidas.

La ecuacién de la recta de regresion presentada en la figura 5 es la siguiente:

| Y =(-0,959 + 6,523 ) + (1,012 + 0,057) X |

Donde:

X: concentracion tedrica de proteinas (ug/ml.).
Y: concentraciéon medida de proteinas (ug/mL).
Coeficiente de correlacién lineal: R = 0,9968.

Rango de linealidad: [52,58 - 165,30].
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Figura 5: Grafico de linealidad del tipo 1 en las 4 primeras concentraciones
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Linealidad para el tipo 2

Tabla 50: Linealidad: concentracién de proteinas en la muestra del tipo 2 (ug/mL)

Canti(.iad de
Concentracién tedrica su;ﬂ?-?é::::l: l;al Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(ng/mL) concentrada (mL) {ug/mL) {ug/mL) (ng/mkL)
18,80 0,10 17,76 17,87 18,94
37,61 0,20 3645 36,36 36,32
75,21 0,40 70,75 79,68 75,21
84,61 0,45 81,53 84,49 84,96
103,42 0,55 95,17 107,28 103,66

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los 3 grupos son homogéneas.

El andlisis de varianza permite llegar a la conclusion de que la pendiente y el ajuste correcto de la
tegresion lineal son significativos. Existe una dependencia lineal entre la concentracion tedrica y
las concentraciones medidas.

La ecuacion de la recta de regresion presentada en la figura 6 es la siguiente:

[ Y= (-0,648%4,006)+ (0,997 £ 0,056) X |

Donde:

X: concentracidn tedrica de proteinas (ug/mL).
Y: concentracion medida de proteinas (ug/mL).
Coeficiente de correlacion lineal: R? = 0,9956.
Rango de linealidad: [8,67 - 111,90].
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Linealidad para el tipo 3

. OE &
Tabla 51: Linealidad: concentracién de proteinas en la muestra del tipo 3 (ug/mL) B
Yolumen de
. - suspensién viral
Concentracidn tedrica purificada y Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
{ng/mL) concentrada (mL) {ng/mL) {ng/mL) (ng/mL)

17,37 0,10 16,79 16,34 17,23
34,74 0,20 38,16 29,61 32,84
69,47 0,40 75,79 62,28 70,35
78,16 0,45 83,26 81,26 82,81
95,53 0,55 105,59 107,20 103,88

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de los 3 grupos son homogéneas.

El analisis de varianza permite llegar a la conclusién de que la pendiente y el ajuste correcto de la
regresion lineal son significativos. Existe una dependencia lineal entre la concentracion teérica y
las concentraciones medidas. :

La ecuacion de la recta de regresion presentada en la figura 7 es la siguiente:
Y = (-4,654 + 5,284 ) + (1,121 = 0,080) X |

Donde:

X: concentracién tedrica de proteinas (ug/mL).

Y: concentracién medida de proteinas (pg/mL).

Coeficiente de cotrelacion lineal; R? = 0,9929.
Rango de linealidad: [2,38 - [14,89].
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Figura 7: Grafico de linealidad del tipo 3
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¢ Exactitud

Como las concentraciones tedricas se obtienen para cada tipo por la concentracién media de
protefna en la muestra pura, los niveles de concentracion correspondientes no se incluyen en el
estudio de exactitud. :
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Tabla 52: Correspondencia entre ¢l volumen de la muestra de prueba ry
concentracién (14

Tipo Yolumen de la suspensién viral purificada y Nivel de concentracion correspondiente
concentrada en la muestra pura (mL} (pg/mL)
Tipo 1 0,20 124,13
Tipo 2 0,40 75,21
Tipo 3 0,40 69,47
Exactitud del tipo 1

El estudio de exactitud se lleva a cabo en las concentracmnes de 62,07 ug/mL, 93,10 pg/mL y
155,16 ng/mlL, que son las concentraciones utilizadas en el estudio de linealidad. La

concentracion de 124,13 pg/mL que fue Gtil para determinar las concentraciones tedricas no se
utiliza, '

Las recuperaciones porcentuales promedio se presentan en la tabla 53:

Tabla 53: Exactitud del tipo 1; porcentaje de recuperacion

Nivel de concentracién tedrica (ug/mL) Media (%)
62,07 ' 102
93,10 98
155,16 101
Exactitud del tipo 2

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de concentracién tedrica son
homogéneas.

El analisis de varianza permite llegar a la conclusion de que las medias entre niveles son iguales.
Las recuperaciones porcentuales promedio se presentan en la tabla 54:

Tabla 54: Exactitud del tipo 2: porcentaje de recuperacion

Nivel de concentraci6n tedrica (ng/mL) Media (%)
18,80 97
37,61 _ 97
84,61 99
103,42 : 7 99
Exactitud del tipo 3

La ptueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de concentracion tedrica no son
homogéneas. '

El analisis de varianza ponderado de Welch no permite llegar a la conclusién de que las medias
entre niveles son iguales.
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La recuperacién porcentual de cada nivel se presente en la tabla 55: R

Tabla 55: Exactitud del tipo 3: porcentaje de recuperacion

Nivel de concentracidn tedrica (ug/mL) Media (%)
17,37 97
34,74 97
78,16 105
95,53 111

¢ Precision

Los resultados obtenidos para la precisién se presentan en la tabla 56.

Tabla 56: Precision: concentracion de proteina en la muestra del tipo 1 {ug/mlL)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
{pg/mL) (ng/mkL) (ng/mL)

126,42 112,54 127,98

118,12 107.08 118,11

123,09 135,82 127,78

123,58 115,22 118,65

124,59 124,15 : 125,18

124,87 118,38 124,10

La prueba de Cochran se halla en el limite de significancia.

La prueba de Dixon muestra un valor aberrante pero el laboratorio no ha identificado la causa de
este valor aberrante. Por lo tanto, se elige la méxima variabilidad (el peor de los casos) como
variabilidad de 1a repetibilidad, y es la variabilidad del grupo 2.

En la tabla 57 se presentan las caracteristicas intraoperador y de precisidn intermedia, vy el

intervalo de confianza del 95 % para una corrida y una medicién que se realizan de manera
habitual.

Tabla 57: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia para la concentracién de

poliovirus
. - Intervalo de confianza del
Caracteristicas S:Eﬁz;;ﬂt(eof; D:si;:?;:;n 95 % para 1 corrida con §
’ medicion
Caracteristicas de repetibilidad 8.12 9,920 /
Caracteristicas de precisién intermedia 8,12 5,920 _ i 23,456 pg/ml.,
_ N
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3.3.3.1.3 Conclusion

e Tipol:

El método es lineal en el rango: {53 - 165] pg/mL.

Se demuestra la exactitud en el mismo rango, con una recuperacién del 98 % al 102 %.
e Tipo2: '

El método es lineal en el rango: [9 - 112] pg/mL.

Se demuestra la exactitud en el mismo rango, con una recuperacion del 97% al 99%.

s Tipo 3:

El método es lineal en el rango: [2 - 115] pg/mlL.

Se demuestra la exactitud en el mismo rango, con una recuperacic')h del 97% al 111%.

Para el tipo 1, el método es preciso, ya que el intervalo de confianza de la precision intermedia es
+23 pg/mL para 1 corrida y 1 medicidén que se realizan de manera habitual. Este resultado es vélido
para los tipos 2 y 3.

El método de Lowry es vélido para medir la concentracién proteica en la vacuna
antipoliomielitica inactivada, en la etapa de suspensién viral purificada y concentrada para los
tipos 1,2y 3.

3.33.2 Contenido de antigeno D (mediante el método sigmoideco)

3.3.3.2.1 Panorama

La titulacion del antigeno D en productos con .virus de la poliomielitis se determina
especificamente para cada serotipo, con respecto a un estdndar de referencia de titulacién
conocida utilizando el método sigmoideo ELISA.

El sistema elegido es un micrométodo de referencia cuantitativo donde el marcador enzimatico es
la peroxidasa de Raifort, el sustrato es el perdxido de hidrdgeno y el indicador es ortodianisidina
(ODA).

El método utilizado es "indirecto". Los antiéuerpos antipolio pertenecen a 2 especies animales
diferentes para cada serotipo, y el combinado es comim a los tres tipos y estd orientado contra las
gammaglobulinas de una de las especies animales.

La titulacién del antigeno D es una determinacidn cuantitativa. Para la validacién de este método
analitico, las caracteristicas estudiadas son la especificidad, la linealidad, la exactitud y la
precision,

Todos los productos se analizan con 3 diluciones y 3 determinaciones por dilucién. Se obtienen
nueve densidades dpticas que, por interpolacion en la curva del estdndar de referencia, conducen a
9 titulaciones expresadas en UD/mL. Cada titulo estd vinculado con una ponderacidn estadistica
en funcidn de su ubicacidn con respecto al punto de inflexién.

Una vez realizadas las compensaciones de dilucién, la homogeneidad de estas 9 titulaciones
equilibradas se verifica mediante Ia prueba estadistica Khi-2,
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La etapa de mezcla viral concentrada cubre la etapa JO de monovalente inactivado. 0 P

N . . . . 7
* Linealidad y exactitud: tres operadores realizaron tres pruebas independientes durante %
Cada serie incluia un rango de 5 titulaciones tedricas. -

» Precision: se llevaron a cabo 3 grupos en condiciones de precision intermedia: los andlisis se
llevaron a cabo de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra
primaria homogénea, en el mismo laboratorio y los tealizaron 3 operadores en un plazo breve.
En cada grupo se realizaron 6 analisis en condiciones que garantizaban la repetibilidad: los
andlisis se llevaron a cabo de manera independiente, utilizando el mismo método, en una
muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, con el mismo equipo, con el mismo
operador y en un solo dia.

Se presenta un resumen de la validacién en la tabla 58.

Tabla 58: Contenido de antigeno D, resumen de validacién

Caracteristicas Criterios de aceptaciin Resultados

Especificidad La especificidad se ha estudiado en| - Verificacién por densidades apticas positivas de que para la mezcia
este caso evaluando la presencia de| viral concentrada tipo 1: seftal positiva en la placa tipo | y ausencia dd
sefial en ensayos de serotipos| sefial en las placas tipo 2 y tipo 3.

cruzados. - Verificacién por densidades épticas positivas de que para la mezcld

viral concentrada tipo 2: sefial positiva en la placa tipo 2 y ausencia de
seffal en las placas tipo | y tipo 3.

- Verificacion por densidades dpticas positivas de que para la mezcla
viral concentrada tipo 3: sefial positiva en la placa tipo 3 y ausencia d¢
sefial en las placas tipo 1 y tipo 2.

Linealidad Plinestidag < 0,01 Después del ajuste lineal en una escala doble logarftmica de Y =
titulacion medida respecto a X = titulacién tedrica, se observa ld
siguiente relacion:

Tipo 1: Prineatidas < 0,0001

Pdesviacién de la linealidad =~ 0=05

Pdesviacion de la linealidad < 0,05

La curvatura insignificante en relacidn con la pendiente de Io
regresion: Y = 0,736 + 0,810 . X

Rango de linealidad: [5954 ~ 24927] UD/mL.
TlpO 2 P{inealidad < 0,0001

Pdesviacion de la linealidad = 0,09
Y=.0,112+ 1,024 . X

Rango de linealidad; [$52 - 5256] UD/mL.
Tipo 3: Plnealided < 0,0001

Pdesviacion de la linealidad = 0,53
Y =0,021+0,998. X
Rango de linealidad: [2047 ~ 12314] UD/mL.
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Caracteristicas

Criterios de aceptacion

Resultados

LITTH

Exactitud

La recuperacion porcentual
promedio calculada para los titulos
tedricos debe estar entre el 80 % ¥
el 120 %.

La recuperacién porcentual promedio y sus limite de cor}? Qﬁﬁﬂ
95 % son los siguientes;

Tipo1:

Para los niveles tedricos 6 776 y 10 855 UD/mL:
98 % [97 % - 100 %),

Para el nivel tedrico 17 337 UD/mL;

85% [72% - 97%).

93% [90% - 96%].

104% [101% - 106%)].

Precisién

El intervalo de confianza del 95 %
de la precisidn intermedia debe ser

menor ] igual que;
x/+ 1,20,

Tipo 1:
- Media general: 11 723 UD/mL.

Intervalo de confianza del 95% de la precisién intermedia parg
2 corridas con 1 medicién que se realizan habitualmente: + 0,048

es decir, x+ 1,12 en notacién aritmética.
- Media general:
2 193 UD/mL,

Intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia para
2 corridas con 1 medicidn que se realizan habitualmente: + 0,023

es decir, x+ 1,05 en expresion aritmética,
Tipo 3:
- Media general: 5957 UD/mL.

Intervalo de confianza del 95% de la precision intermedia parg
2 corridas con 1 medicion que se reatizan habitualmente: £ 0,040

es decir, x/+ 1.10 en expresion aritmética.

3.3.3.2.2 Resultado

Los datos son titulos de antigeno D expresados en UD/mL. Los resultados se presentan a

continuacion.

¢ Especificidad

Los datos para la especificidad del método se presentan en la tabla 59 a la tabla 61,
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Tabla 59: Promedios del valor de Ia densidad éptica (DO) del testigo del reactivo par o
1 NS
Media de las dos DO Trivalente de Suspensién viral Suspensién viral Suspensién viral
control de validez concentrada - concentrada concentrada
FA213875 Tipo 1 FA283667 Tipo 2 FA283541 Tipo 3 FA278759
La diluctén inicial produce | 1:2 0,7560 1:350 0,7585 01:10 0,0000 01:10 0,0000
diluciones secundarias a.m. a.m.
hasta factorial 2,5 )
Segunda dilucitén 1:5 0,6490 1:875 0,6020 01:25 0,0000 01:25 0,0000
a.m, a.m.
Tercera dilucién 1:12,5 0,4170 1:2187,5 03675 1:62,5 0,0000 1:62,5 0,0000

Tabla 60: Medias del valor de la densidad 6ptica (DO) del testigo del reactivo para el tipo 2

Media de las dos DO Trivalente de control Suspensidn viral Suspensién viral Suspensidn viral
de validez FA213875 concentrada concentrada concentrada
Tipo 1 FA283667 Tipo 2 ¥A283541 Tipo 3 FA278759
La dilucién inicial produce | 1:2 0,5990 01:10 0,0000 1:230 0,6165 01:10 0,0000
diluciones secundarias a.m. a.m,
hasta factorial 2,5
Segunda dilucién 1:5 0,4675 01:25 '0,0000 1:575 0,4695 01:25 0.0000
a.m. a.m.
Tercera dilueion 1:12,5 0,2660 1:62,5 0,0000 1:1437,5 0,2830 1:62,5 0,0000

Tabla 61: Medias del valor de la densidad 6ptica (DO) del testigo del reactivo para el tipo 3

Media de las dos DO Trivalente de control Suspensién viral Suspensidn viral Suspensién viral
de validez FA213875 concentrada concentrada concentrada
Tipo 1 FA283667 Tipo 2 FA283541 Tipe 3 FA278759
La dilucién inicial produce | 1:2 0,4920 01:10 am. | 0,0000 01:10 a.m. | 0,0000 1:200 0,5070
dituciones secundarias
hasta factorial 2,5
Segunda dilucion 1:% (,3350 01:25 am. | 0,0000 01:25 am. | 0,0000 1:500 0,3970
Terceta dilueién 1:12,3 0,2445 1:62,5 0,0000 1:62,5 0,0000 1:1250 0,2690

La especificidad se llevd a cabo realizando una reactividad cruzada entre los tres tipos. Los
analisis hat demostrado la especificidad de los anticuerpos hacia cada tipo de poliovirus,

Tabla 62: Resultados de la reactividad cruzada entre los tres tipos

Plaea tipo 1

Placa tipo 2

Placa tipo 3

Mezela viral concentrada tipo
1 FA283667

Presencia de sefial,
Densidades opticas positivas.

Ausencia de sefiaf, densidades
Opticas imitiles.

Ausencia de sefial, densidades
opticas inatiles,

Mezela viral concentrada tipo
2 FA283541

Ausencia de sefial, densidades
Opticas inutiles.

Presencia de sefial.

Densidades épticas positivas.

Ausencia de sefial, densidades
4pticas inutiles.

Mezela viral concentrada tipo
3 FA27875%

Ausencia de sefal, densidades
dpticas indtiles.

Ausencia de sefial, densidades
dpticas indtiles.

Presencia de sefial.
Densidades 6pticas positivas.
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» Linealidad

Para cada tipo, se calcula la media general (media geométrica) para determinar el titulo téoﬁEE)R de
la suspensién viral concentrada. '

e Tipo 1: m = 4,069, que equivale en notacién aritmética a: 11 723 UD/mL.

» Tipo 2: m =3341, que equivale en notacion aritmética a: 2 193 UD/mL.

e Tipo 3: m =3,775, que equivale en notacién aritmética a: 5 957 UD/mL.

Estos titulos tedricos se utilizan para redefinir el titulo tedrico de la suspensidn viral concentrada
diluida y con adicion.

¢ Linealidad diluida, suspension viral concentrada

Tabla 63: Linealidad: titulo de antigeno D en la suspensién viral concentrada diluida
(UD/mL)

Tipo _ Grupo | Grupe 2 Grupo 3
Dilucién (UD/mL) (UD/mL) (UD/mL)
4179 3934 3720
1:2,77
3788 4044 4084
1 L1173 7143 6814 6658
(Suspension viral 1% 6277 6658 6392
concentrada 1)
11188 10 828 1G 839
1:1,08 -
10 486 10 737 10217
637 654 660
1:3,00
612 619 663
2 183 1119 1165 1092
(Suspensién viral 1% 1018 1000 1063
concentrada 2)
1720 1991 1886
1:1,17
1749 1689 1916
2551 2176 2297
1:2,63
2317 ¢ 2319 2136
3 17s 3915 ' 3576 3413
(Suspensién viral ':1 3552 3558 3285
concentrada 3)
5709 5681 5261
1:1,17
5219 5205 5206
|
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¢ Linealidad con adicién, suspension viral concentrada

Tabla 64: Linealidad: titulo de antigeno D en la suspensién viral concentrada con agregado
(UD/mL)

Tipo Grupo | Grupo 2 Grupo 3
Agregado (UD/mL) (UD/mL) (UD/mL)
0,090 mL de concentrado 2 | 14 403 16273 14716
Suspensién viral + 5 mL de suspensidn viral
coni’en o 1 concentrada 1. 13513 15 068 14 143
_ 0,250 mL de concentrado 2 | 22 542 22109 20 890
(C2=329235UD/ML) | ""550 mi. de suspension :
viral concentrada 1. 19708 21302 20750
0,080 mL de concentrado 2 | 3013 3144 2873
Suspensién viral + 5,100 mL de suspensidn
mnc‘;n trada 2 viral concentrada 2, 2474 2630 3117
- 0,250 mL de concentrado 2 | 4197 4530 4485
(C2 =50 591 UD/mL) + 4,750 mL de suspensién
viral concentrada 2. 3445 3799 4592
0,080 mL de concentrado 2 | 7773 8247 7314
Suspensién viral + 5,140 mL de suspensién
a3 viral concentrada 3. 7210 6915 6609
_ 0,250 mL de concentrado 2 | 11323 12671 10 456
(C2=94870 UD/mL) | "4 750 mL de suspension
viral concentrada 3. 10330 10 404 10 094

Para cada tipo y cada dilucion o adicién, el titulo medido de antigeno D es la media geométrica de
2 determinaciones.

¢ Linealidad: titulos teéricos y medidos en la suspension viral concentrada diluida y con
agregado

Las medias geométricas de la precision de cada suspension viral concentrada se utilizan para
redefinir el titulo tedrico de la suspensién viral concentrada diluida y con agregado.

o Los titulos tedricos para la dilucién son iguales a:
- |mediadela.precision* dilucion)
s Los titulos tedricos para la adicidn son iguales a:

[V1 X concentracion.del concentradol + V, X media.dela. precz‘sz‘o’n]
n+r,

Donde:
V1= volumen del concentrado 2 agregado a la suspensidn viral concentrada (mL).
V3= volumen de suspensidn viral concentrada (mL).
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Los titulos medidos y tedricos de antigeno D se presentan en las tablas siguientes.
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‘Tabla 65: Linealidad: titulos tedricos y medidos de antigeno D en la suspensic‘ﬁ*m@v
concentrada diluida y con agregado (UD/mL)

Tipo Titulo tedrico (DU/m)) (%::l)]fl:;?g) gj‘g‘}:ﬁ) ((1;;1;';'.3:1?)

4232 3979 3989 3898

1 6776 6696 6736 6523

(Suspensién viral | 10855 10 831 10782 10 523

concentrada 1) 17337 13 951 15 659 14 427
27598 21077 21702 20 820
731 624 636 662

2 1166 1067 1079 1077

(Suspensién viral | 1874 _ 1734 1834 ' 1901

concentrada 2) 2940 12730 2876 2993
4613 3802 4148 4538
2265 2431 2347 | 2215

3 3404 3729 3567 3348

(Suspensién vira] | 5092 5459 5438 5233

concentrada 3) 7320 7486 7552 6953
10 403 10 910 11 482 10273

La recuperacién porcentual se obtiene al expresar el titulo medido frente al titulo tedrico.
Tipo 1
o Linealidad en los 5 niveles de titulacidn teéricos.

En todos los niveles de titulacion tedricos, la prueba de Cochran se halla en el limite de
significancia. Con la prueba de Dixon se detecta un valor atipico. Se acepta la ligera diferencia de
varianza.

El andlisis de varianza permite llegar a la conclusion de que la pendiente es significativa, pero el
ajuste correcto de la regresién lineal no lo es. No existe dependencia lineal entre los titulos
tedricos y los titulos medidos en el conjunto de los niveles de titulacién teoricos.

o Linealidad en los 4 niveles de titulacidén tedricos.

El enfoque se repite en los 4 niveles de titulacion teéricos [6776 — 10 855 — 17 337 — 27 598]
UD/mL.

En los 4 niveles de titulacidn tedricos la prueba de Cochran se halla en el limite de significancia y
no se detecta ninglin valor atipico con la prueba de Dixon. Se acepta la ligera diferencia de
vatianza.

El andlisis de varianza permite llegar a la conclusidn de que la pendiente es significativa. Se
observa una desviacién significativa de la linealidad; no obstante, la ligera curvatura es
insignificante en relacion con la pendiente de la regresién, Existe una dependencia lineal entre los
titulos tedricos y los titulos medidos en los 4 niveles de titulacién tedricos [6776 — 10855 - 17 337
~ 27 598] UD/mL.
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La ecuacidn de la recta de regresion presentada en la figura 8§ es la siguiente:

I Y=(0,736£0,250) + (0,810 % 0,060)- X |

Donde:

X: titulo tedrico del antigeno D (leg(UD/mL)).
Y: titulo medido del antigeno D (log(UD/mL}).
Coeficiente de correlacién lineal: R? = 0,9945.
Rango de linealidad: [5954,13 — 24 927,30}.
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