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,o_|. INTRODUCCION (OBJETIVOS)

\ Hepatitis B — 296 millones de personas infectadas
O Heberhiovac HB”

Adaptado de: Pagina del
facebook del CIGB

Este ELISA es esencial para la cuantificacion de AcM en el proceso de produccion de la vacuna

contra la hepatitis B cubana Heberbiovac.

-Se realiza en una etapa intermedia del flujo productivo: tras la obtencion inicial de los AcM vy
antes de su inmovilizacion en la columna cromatografica destinada a la purificacion del

AgHBs.

-Es necesaria la correcta cuantificacion del

mismo para garantizar la eficiencia de la

inmovilizacion que depende directamente de la cantidad de anticuerpo disponible y de su

afinidad funcional.

Objetivo: Validar un ensayo inmunoenzimatico ELISA indirecto para la cuantificacion de

anticuerpos monoclonales de la vacuna contra la hepatitis B.

2. METODOLOGIA

DIAGRAMA DE FLUJO: ELISA INDIRECTO PARA CUANTIFICACION DE AcM ANTI-Hepatitis B (HBsAg)

1. RECUBRIMIENTO DE PLACA

T
Afiadir 100 L IFA HBsAq (5 yg/mL) en TR a pocllos m:omg"gm‘:; -

Incubar 20 min @ 50°C (Placa sellada con Parafilm)

2. ADICION DE MUESTRAS Y ESTANDARES

Preparar diluciones en TE 4
Anadir 100 pL/pocillo: Curva (25-5 ng/mL), Control (+), Muestras, Fondo (TE)
Incubar 45 min @ 37°C

Lavar 4 veces con SL 1X

3. ADICION DEL CONJUGADO
Anti-lgG raton-HRP (policional conejo) 1/5000 en TE
Anadir 100 pL/pocillo
Incubar 30 min @ 37°C

Lavar 5 veces con SL

4, REVELADO (Reaccion Enzimatica)
Anadir SR (Sustrato + Cromogeno OPD) Detener reaccion con 50 pL
Incubar 10-20 min a TA (Protegido de luz) 3 Acido Sulfirico (H,S0,) a
Generar sefial detectable (cambio de color) proporcional

IN 5. LECTURAY ANALISIS FIN: Cuantificacion final de AcM ]

Medir Absorbancia a 492 nm )

Reactivos biologicos.

-MR de trabajo para AcM CB-Hep-1 de raton.

-Antigeno de superficie recombinante del virus de la
hepatitis B (HBsAQg) IFA sin Timerosal.

-Anticuerpo policlonal anti-IgG de raton en carnero
conjugado con Peroxidasa

Parametros a evaluar segun la Regulacion del

CECMED

Para ensayo de contenido o potencia:
Linealidad, precision, exactitud, intervalo, especificidad.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Linealidad
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y =0,0276x + 0,6779

Valor F — 0,242
Valor DP — 0,001
Valor R?2 — 0,9957

Exactitud

Intervalo
81,76-109,10
94,60-101,04
88,27-114,13

El porciento de recuperacion
para  cada uno de las
preparaciones debe encontrarse
entre 80-120 % vy el 100 %

debe estar incluido. (CECMED,
2020).
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Regresion lineal por nivel de concentracion

® MR datos

==+ MR ajuste: y=0.023x+0.030, R°=0.9909 ,55’ ®
0.7 ® 80% datos ; ’;/
: 7
== 80% a|uste: y=0.028x-+0.027, R°=0.9929 y ;5 ¢
100% datos 9,;’ i
100% ajuste; y=0.027x+0.036, Ro=0.9911 § = d
06 o 120% datos P
= =+ 120% ajuste: y=0.028x+0.049, Ro=0.9887 W
e e
; 7
g 05 /
: i
®
@ ‘4/
. T
Q 04 % i
v L%
14 L%
$.~
S
4
/"'
03 ,’,'
/’l'
/’:/
,/’l
270
,/'¢
02 ;250
"l
¢
50 5 10.0 12,5 15.0 115 20.0 22:9 25.0

Concentracidn aplicada (ogiml.)

Especificidad

Media Absorbancias

Absorbancias de las Limite deteccion

Diluciones (LD)
Plac Dil 1/50 PlacDil 1/100 5 ng/mL LD sistema
0,057 0,055 0,257
0,043 0,071 0,248
0,061 0,065 0,252
Precision
CV CV CV
Repetibilidad Inter-analista Inter-ensayo
Alto 8,33 4 49 2,20
Medio 0,97 8,12 6,30
Bajo 2 48 8,57 8,15
< 10 % < 20 %

4. CONCLUSIONES

vy R2 promedio de 0,9957.

1. La técnica demostro ser adecuada para la cuantificacion con porcentajes de
recuperacion del 87,47-106,99 %, coeficientes de variacion menor o igual que 8,57 %

2. Se establecieron evidencias documentadas que confirman que todos los parametros

evaluados cumplen con los requerimientos establecidos por las guias regulatorias.



