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Se desarrollé y validé un ensayo inmunoenzimadtico en fase sélida (ELISA) de tipo sandwich para la cuantificacién del
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (VHB), obtenido por via recombinante de la levadura metilotréfica
de Pichia pastoris. La cuantificacién se efectud con el anticuerpo monoclonal (AcM) CB.Hep-1, utilizado como inmu-
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RESUMEN

noligando para su purificacion. Los estudios de validacién siguieron la guia ICH Q2 (R1) y la regulacién No. 41, de
2007 del Cecmed. Se cuantificaron hasta 11.9 ng/mL, y se analizaron los parametros de linealidad, especificidad,
precision y exactitud. El AcM CB.Hep-1, usado como recubrimiento y conjugado en el ELISA, fue especifico en el
reconocimiento del antigeno de superficie del VHB (AgsHB) recombinante, por lo que la cuantificacién fue exacta.
En el andlisis de varianza para el ensayo de interferencia, el valor de probabilidad para cada tampén de las mues-
tras del proceso de produccion fue mayor que 0.1, para un nivel de confianza de 99%. La variabilidad intraensayo
fue entre 0.77 y 7.47%, e interensayo fue entre 1.19 y 19.41%. Para cada muestra fue menor del 10 y el 20%,
respectivamente. Se obtuvo un recobrado entre 98.18 y 100.31%, con un coeficiente de variacién por debajo del
20%. El ELISA es especifico para este anticuerpo monoclonal en el rango de concentraciones estudiadas. La curva
de calibracién es lineal entre 191.7 y 11.9 ng/mL. Por su precision, especificidad y exactitud, este ELISA se convierte
en una poderosa herramienta en el control del proceso de la vacuna recombinante contra el VHB.
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ABSTRACT

Development, validation and implementation of a new ELISA to process control of the recombinant
Hepatitis B surface antigen. The present work describes the development and validation of a sandwich-type
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for quantifying the surface antigen of hepatitis B virus (HBsAg), ob-
tained from a recombinant strain of the methylotrophic yeast Pichia pastoris. It is based on monoclonal antibody
CB.Hep-1, normally employed as a ligand for the purification of HBsAg. Validation followed the guidelines of ICH
Q2 and CECMED regulation No. 41 from 2007. Parameters such as linear working range, specificity, precision and
accuracy were analyzed. The assay has a lower quantification limit of 11.9 ng/mL. Monoclonal antibody CB.Hep-1,
used both for coating and as a conjugate during the ELISA, specifically bound recombinant HBsAg with excellent
accuracy. An analysis of variance for the interference study yielded a probability, for each process control sample
type/buffer combination, higher than 0.1, for a confidence level of 99%. Intra-assay variability ranged from 0.77
to 7.47%, and inter-assay variability ranged from 1.19 to 19.41%., always staying, for each sample, below 10 and
20% respectively. Recovery ranged from 98.18 to 100.31%, with a variation coefficient under 20%. The ELISA is spe-
cific for this monoclonal antibody within the range of studied concentrations, and has a linear response for antigen
concentrations from 191.7 to 11.9 ng/mL. Given its precision, specificity and accuracy, this ELISA is a powerful tool

for process control during the production of the recombinant vaccine against HBV.
Keywords: HBsAg, validation, Process control, ELISA

Introduccién

La hepatitis B constituye un problema de salud mun-
dial. El virus de la hepatitis B (VHB) afecta aproxi-
madamente a unos trescientos cincuenta millones de
portadores en el mundo y es responsable en manera
directa o indirecta de mas de medio millon de muertes
anuales [1]. La produccion de vacunas por técnicas
de ADN recombinante ha posibilitado expresar el
gen S del antigeno de superficie del virus (AgsHB)
en varios hospederos: organismos procarioticos [2],
levaduras [3, 4], células de mamiferos [5, 6], células
de insectos [7] y plantas [8], lo que constituye una
eficiente fuente de proteccion contra este problema de
salud mundial.

& Autor de correspondencia

El AgsHB es una proteina bien caracterizada pro-
veniente de la envoltura del VHB. Se ensambla en
una particula subviral muy estable, de 24 nm, com-
puesta por 100 unidades o mas, ensambladas por
multiples puentes disulfuros intramoleculares e inter-
moleculares.

El Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de La Habana, desde la década de 1990 pro-
duce un ingrediente farmacéutico activo (IFA) de una
vacuna obtenida de la levadura metilotropica de Pichia
pastoris, que protege contra la infeccion del VHB.
Esta se comercializa bajo la marca de Heberbiovac
HB porla empresa Heberbiotec S.A., Cuba [9].

1. Centers for Disease Control and Pre-
vention. Achievements in public health:
hepatitis B vaccination. United States,
1982-2002. MMWR Morb Mortal Wkly Rep.
2002;51(2):529-52.

2. Burrell CJ, Mackay P Greenaway PJ,
Hofschneider PH, Murray K. Expression in
Escherichia coli of hepatitis B virus DNA
sequences cloned in plasmid pBR322.
Nature. 1979;279(5708):43-7.

3. Miyanohara A, Toh-e A, Nozaki C,
Hamada F, Ohtomo N, Matsubara K.
Expression of hepatitis B surface antigen
gene in yeast. Proc Natl Acad Sci USA.
1983;80(1):1-5.



Alberto Leyva y col.

Nuevo ELISA para control de proceso del AgsHB

La purificacion del AgsHB incluyé varios pasos
cromatograficos. La cromatografia de inmunoafini-
dad, que tiene como base la interaccion del AgsHB
con el anticuerpo monoclonal (AcM) de raton
CB.Hep-1, es el paso principal del proceso de produc-
cion del antigeno [10-12]. Esta remueve la mayoria
de las proteinas contaminantes y aporta ventajas en
la selectividad, el recobrado, la pureza y el poder de
concentracion [13].

El AcM CB.Hep-1 reconoce una secuencia ami-
noacidica localizada en el determinante antigénico ‘a’
del AgsHB [14]. El reconocimiento y la forma multi-
mérica de la particula viral permitié estandarizar un
ensayo inmunoenzimatico en fase solida (ELISA), de
tipo sandwich, que emplea este Unico anticuerpo para
la captura y deteccion. Este ELISA se emplea duran-
te la produccion del AgsHB para su cuantificacion,
desde la ruptura celular hasta la obtencion del IFA.
La validacion de este método de contenido o poten-
cia [15, 16] es un requerimiento en la industria bio-
farmacéutica para garantizar la confiabilidad de los
resultados.

Se desarrollo, valido y aplico un ELISA sandwich
con el AcM CB.Hep-1 para el control del proceso de
produccion del AgsHB, que permitié monitorear y el
recobrado de cada uno de los pasos, a partir de los va-
lores de concentracion de las muestras, con precision
y exactitud, seglin lo establecido por las regulaciones
internacionales vigentes.

Materiales y métodos

Enzimas y reactivos quimicos

Se emplearon reactivos y materiales suministrados
por Sigma (EE.UU.), asi como la enzima peroxidasa
de rabano picante tipo VI-A, para la conjugacion. Se
utilizaron de acuerdo con las especificaciones estable-
cidas por los productores.

Reactivos biolégicos

El material de referencia empleado fue el antigeno
AgsHB (codigo: 11-0306), preparado por el Grupo de
Estabilidad y Materiales de Referencia de Control de
la Calidad, del CIGB. El anticuerpo de recubrimien-
to fue el anticuerpo monoclonal CB.Hep-1 (codigo:
1AF0418), preparado y suministrado por el Departa-
mento de Produccion de Anticuerpos Monoclonales,
del propio CIGB. Como conjugado se emple6 el anti-
cuerpo monoclonal CB.Hep-1 conjugado a peroxidasa
(codigo: Hep-1-4001), por el método del peryodato,
segun Nakane y Kawaoi [17].

Muestras y tampones del proceso
de produccién

Las muestras para los experimentos proceden del
proceso de produccion del AgsHB. Se analizaron las
muestras representativas de cada etapa del proceso:
sobrenadante de ruptura (Rupt), sobrenadante de la
precipitacion acida (SH), concentrado de celite filtra-
do (CCT), fraccion no retenida de intercambio idnico
negativo ajustado (ION), eluato de inmunoafinidad
(EIAF), eluato de intercambio ionico positivo 400
mM (IIP) e ingrediente farmacéutico activo (IFA).
Los tampones correspondientes a cada una de las
muestras del proceso de produccion fueron: Rupt (Tris
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20 mM, EDTA 5 mM (p/v), KSCN 3 M, NaCl 0.3 M;
pH 7), SH (Tris 20 mM, EDTA 5 mM (p/v), KSCN
3 M, NaCl 0.3 M; pH 8), CCT (Tris 20 mM, EDTA
3 mM, NaCl 250 mM), ION (Tris 20 mM, EDTA
3 mM, NaCl 1 M), EIAF (Tris 20 mM, EDTA 3 mM,
KSCN 3 M, NaCl 1 M), IIP (Tris 20 mM, EDTA
3 mM, NaCl 0.4 M; pH 7.2) e IFA (Na,HPO, 8 mM,
NaH,PO, x H,O 8 mM , NaCl1 0.14 M; pH 6.7).

Procedimiento ELISA

Se recubrieron placas de 96 pocillos de poliestireno
MaxiSorp (Nunc) con 100 puL del anticuerpo mono-
clonal CB.Hep-1 a una concentraciéon de 10 pg/mL
en tampon de recubrimiento carbonato-bicarbonato
de sodio 0.05 M, pH 9.6 (100 uL/pocillo) y se incuba-
ron durante 20 min a 50 °C. La curva de calibracion
se prepard con diluciones seriadas del estandar en el
tampon del ensayo (PBS 1X, BSA 0.2%, Tween 20
diluido %4 0.05%), al igual que el control y las mues-
tras en su dilucion de trabajo, y se incubaron durante
1 h a 37 °C. Posteriormente se lavaron las placas y se
afiadieron 100 pL del mismo anticuerpo conjugado
con peroxidasa, diluido 1/20 000, para que reaccio-
naran durante 1 h a 37 °C en camara hiimeda. La re-
accion se reveld con ortofenildiamina (OPD) como
sustrato y 0.015% de H,O en tampon de 4cido citrico
a pH 5.5. Pasados 10 min, se detuvo la reaccion con
50 pL de 2 M de H,SO,, e inmediatamente se leyo a
492 nm en un lector de placas (Labsystem, Helsinki,
Finlandia).

Determinacién de la concentracién
de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales en las muestras
del proceso de produccion del AgsHB se determind
por el método de Bradford, con pequeiias modifica-
ciones, de acuerdo con Zor y Selinge [18]. La mues-
tra se aplicé en placas de 96 pocillos, a la dilucion
establecida. Inmediatamente se afiadié el reactivo
de Coomassie y se incub6 a temperatura ambiente,
durante 10 minutos, para que ocurriera la union de
este con las proteinas. Luego, se midio la absorban-
cia a 620/450 nm en un lector de placa (Labsystem,
Helsinki, Finlandia). La concentracion de proteinas
totales se calibro contra albumina de suero bovino,
usada como material de referencia. El coeficiente de
regresion (r?) de la curva de calibracion fue mayor
que 0.99.

Disefio experimental

Se emple6 un disefio experimental de superficie de
respuesta para optimizar la concentracion de recu-
brimiento del AcM CB.Hep-1, el tiempo y la tem-
peratura de concentracion para el ELISA sandwich.
Los valores probados se transformaron y codificaron
como -1, 0 y 1 para el calculo estadistico. En este
estudio, el disefio del experimento contiene tres tra-
tamientos, incluyendo un punto central y cuatro ré-
plicas para cada uno. Se cre6 y analizé el modelo
polinomial de segundo orden mediante el programa
STATGRAPHICS centurion XV.1 (1994-2000). Las
concentraciones del AcM CB.Hep-1 probadas fueron
1,5y 10 pg/mL. La temperatura y el tiempo de incu-
bacion analizadas fueron 4 °C/14 horas, 37 °C/1 hora
y 50 °C/20 minutos.
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Validacién del método

Linealidad y rango de trabajo

La concentracion del material de referencia se evalud
en un rango amplio: entre 1.50 y 1500 ng/mL. Para
obtener el rango lineal de la curva de referencia se uti-
liz6 el método del minimo de los cuadrados. Se anali-
zaron el coeficiente de regresion (r?), la pendiente y el
intercepto de cada curva.

Para determinar la relacion entre la concentracion
del analito y la respuesta (absorbancia a 492 nm), se
traz6 una curva de calibracion con el material de refe-
rencia en las concentraciones: 11.9, 23.9, 47.9, 95.8,
191.7 y ng/mL, con dos réplicas para cada punto y
cinco ensayos independientes, como minimo. El ran-
go de trabajo se establecio entre el valor mas alto y el
mas bajo obtenido con precision (menor que 20%) y
exactitud (recobrado entre 80-120%).

Especificidad

Se prepar6 la curva patron en el tampdén del ensayo
(PBS 1X, 0.2% BSA, 0.05% Tween 20) y en los dife-
rentes tampones en las muestras del proceso de pro-
duccidn, reconstituida con los contaminantes de cada
muestra (levadura negativa). Cada curva de referencia
se trazo a la dilucion de trabajo de la muestra corres-
pondiente. Se compard la pendiente y el intercepto de
la curva de referencia del ensayo y de otra curva, con
los contaminantes de la muestra, mediante un analisis
de la varianza (ANOVA) (la probabilidad fue mayor
que 0.1). Ademas se compararon el coeficiente de re-
gresion (r2), la absorbancia de los fondos y la cuantifi-
cacion del control positivo del ensayo.

Exactitud

Se calcul6 el recobrado para cada muestra del proceso
de produccion con tres niveles de concentracion cono-
cida del material de referencia (95.8, 47.9 y 23.9 ng/
mL). Se determind el valor de la t de Student con un
nivel de confianza del 95% para cada muestra. Ade-
mas, se calculo el intervalo de confianza para el valor
esperado.

Precisiéon

Se estudi6 el comportamiento de las muestras del pro-
ceso de produccion con diferentes determinaciones.
Se calcul6 el coeficiente de variacion (CV) entre las
réplicas (3) en un ensayo (repetibilidad), y la variabili-
dad, durante tres dias y diferentes analistas (precision
intermedia). La reproducibilidad se determiné me-
diante una correlacion entre un ELISA del laboratorio
de control de calidad (CC) y el nuevo ELISA validado
del laboratorio de control de procesos (CP). Para ello
se escogieron 15 determinaciones de diferentes IFA y

se tomo como criterio de aceptacion un r mayor que
0.90.

Resultados

Optimizaciéon del ensayo

Se desarroll6 un ELISA tipo sandwich con el anticuer-
po monoclonal CB.Hep-1, utilizado como inmunoli-
gando en la purificacion del antigeno de superficie de
la hepatitis B, producido en el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, La Habana. Este AcM re-
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conoce la region denominada ‘determinante a’: zona
de la molécula que constituye la secuencia inmunodo-
minante ¢ inmunoprotectora del VHB (Figura 1). El
ensayo se baso en la captura y deteccion del antige-
no con el AcM CB.Hep-1. Para disminuir la cantidad
de experimentos en la estandarizacion del ensayo,
se utiliz6 un disefio de superficie de respuesta [19].
Para esto se probaron las variables: concentracion de
recubrimiento, tiempo y temperatura de incubacion,
medidas en valores de absorbancia. Sus interacciones
se evaluaron usando el valor de probabilidad. En el
ANOVA se obtuvo un valor de probabilidad mayor
que 0.05, que indicd que son significativamente di-
ferentes de cero con un nivel de confianza del 95%.
Los resultados demuestran que la mejor condicion de
trabajo se obtuvo con una concentracion de recubri-
miento de 10 png/mL, incubado durante 20 minutos a
50 °C. La ecuacion del modelo ajustado es:

Absorbancia =0.64 + 0.13 Conc-0.028 Temp-0.012 Conc?
+ 0.002-Conc-Temp + 0.00026-Temp?

Validacién

Linealidad y rango de trabajo

Se ajustaron los valores de absorbancia con los de con-
centracion del patron de referencia mediante el método
de los minimos cuadrados lineales. Se analizé un am-
plio rango de concentracion del material de referencia,
entre 1.45 y1550 ng/mL, para determinar la linealidad
del ensayo (Figura 2A). La curva patrén (Figura 2B)
representa la media de cinco curvas de calibracion,
para la determinacion del rango lineal del ensayo
(191.7, 95.8, 43.5, 23.5 y 11.9 ng/mL). En el ANO-
VA, el valor de probabilidad asociada a F fue inferior
a0.01, lo que demuestra una relacion estadisticamente
significativa entre la concentracion y la absorbancia,
con 95% de confianza (Figura 2C). El coeficiente de
regresion (r?) indica que el modelo ajustado explica
el 98.39% de la variabilidad de los valores de la ab-
sorbancia, que fue mayor que 0.98. Los valores de
absorbancia de los fondos en cada ensayo fue menor
que 0.05. El limite de cuantificacion fue 11.9 ng/mL,
determinado con precision y exactitud (coeficiente de
variacion igual a 8.6% y 94% de recobrado).

Especificidad

Se compararon las pendientes y los interceptos de la
curva de referencia, preparada en el tampon del en-
sayo y en la solucion tampon del proceso y los con-

Figura 1. Representaciéon esquemadtica del ‘determinante o,
y la secuencia aminoacidica reconocida por el AcM CB.Hep-1
en el AgsHB (aminodcidos sombreados en gris).

Biotecnologia Aplicada 2011; Vol.28, No.4

17. Nakane PK, Kawaoi A. Peroxidase-
labeled antibody. A new method of
conjugation. J Histochem Cytochem.
1974;22(12):1084-91.

18. Zor T, Selinger Z. Linearization of the
Bradford protein assay increases its sensi-
tivity: theoretical and experimental studies.
Anal Biochem. 1996,236(2):302-8.

19. Myers RH, Montomery DC. Response
surface methodology: process and process
optimization using designed experiments.
2nd ed. NewYork: John Wiley & Sons;
2002.



Alberto Leyva y col.

Nuevo ELISA para control de proceso del AgsHB

3.5

3.0 4

L 24

2.5 A

2.0

L 2 4

1.5 1

1.014 ¢

Absorbancia (492 nm

0.5

T T T T
0 500 1000 1500 2000

Concentracién (ng/mL)

B

1.5

1.0

0.5

0 T T
100 200
C
Andlisis de varianza
Suma de Cuadrado
Fuente cuadrados GL Medio F Valor-P
Modelo 5.572 5.572 2935.3 0
Residuo 0.091 48 0.002
Total 5.663 49

Figura 2. Linealidad del ELISA para la cuantificacién del AgsHB. A) Amplio rango de concentracién utilizado. B) Curva de

linealidad. C) ANOVA para demostrar la linealidad del sistema.

taminantes de levadura, en cada muestra del proceso,
a la menor dilucion a la que se emplea este tampon
en el ensayo, mediante un ANOVA. La probabilidad
para cada tampon de las muestras del proceso de pro-
duccién fue mayor que 0.1 para un nivel de confianza
de 99% (Tabla 1). Los parametros en cada curva pa-
tron estuvieron entre los limites calculados, y no hubo
diferencias significativas entre las especificaciones
establecidas para este tipo de ensayo. Los resultados
demuestran que las matrices de las muestras del pro-
ceso no interfieren en la cuantificacion del AgsHB en
el ELISA con el AcM CB.Hep-1.

Exactitud

La exactitud se demostré mediante el calculo del re-
cobrado en tres niveles de concentracion, segun la re-
gulacion No. 41 del 2007 del Cecmed sobre “Valida-
cién de métodos analiticos” y la Regulacion ICH Q2
(R1) del 2005 [15, 16]. Los porcentajes de recupe-
racion en cada muestra analizada estuvieron en el
rango establecido: entre 80 y 120%. El valor de la
prueba t de Student en cada una, fue inferior al ta-
bulado. Estos resultados demuestran que el ensayo
ofrece resultados certeros de concentracion de las
muestras, ya que el valor que se obtuvo esta en el in-
tervalo de confianza calculado para cada muestra ana-
lizada (Tabla 2).
Precision
Para determinar la precision del ensayo se utilizaron
todas las muestras del proceso de produccion emplea-
das en el estudio de validacion de la técnica. El estu-
dio de repetibilidad mostré que los resultados de la
técnica tienen una variabilidad menor del 10%. Los
resultados del ensayo de precision intermedia, por
analista y entre los analistas por tipo de muestra, se
resumen en la tabla 3. E1 CV fue menor del 20%.
Para completar la validacion del ELISA, se hizo un
estudio colaborativo de reproducibilidad con el labo-
ratorio de control de la calidad. Para ello se cuantifi-
caron lotes diferentes de IFA, por los laboratorios de
CPy CC, y se correlacionaron. La figura 3 representa
la relacion entre las determinaciones por el ELISA
en los laboratorios de CP y de CC, utilizando el AcM
CB.Hep-1. En la tabla 4 se compendian los resultados
que explican la relacion entre ambos métodos, y se

Tabla 1. Especificidad del AcM CB.Hep-1 por comparacién de diferentes curvas patrones
realizadas en los tampones de las muestras del proceso de produccién

Tampones* Pendiente Intercepto pengi/enfe infeﬁ:/epfo r? Fondos Con(i;’lgl/ﬁ]ol-s)lhvo
Rupt 0.0048 0.0040 0.563 0.486 0.9914 0.045 1184.28
SH 0.0049 0.0043 0.536 0.971 0.9937 0.039 1189.53
CCT 0.0042 0.0041 0.453 0.231 0.9936 0.048 1088.16
ION 0.0045 0.0038 0.692 0.948 0.9846 0.045 1398.19
EIAF 0.0045 0.0039 0.830 0.679 0.9904 0.046 1410.22
1P 0.0047 0.0034 0.306 0.706 0.9889 0.039 1277.33
IFA 0.0045 0.0034 0.932 0.426 0.9944  0.047 1276.58
Rangos/ 0.0063- 0.0044- p>0.1 r2>0.98 <0.100 928.93-1483.07
limites 0.0043 0.0028

*Tampones de cada uno de los pasos del proceso. Rupt: sobrenadante de ruptura; SH: sobrenadante de la
precipitacién dcida; CCT: concentrado de celite filtrado; ION: fraccién no retenida de intercambio i6nico
negativo ajustado; EIAF: eluato de inmunoafinidad; IIP: eluato de intercambio iénico positivo 400 mM; IFA:
ingrediente farmacéutico activo.

Tabla 2. Exactitud del ensayo, segun recobrado de cada muestra del proceso
de produccién en tres niveles de concentracién

Pasos del Rango alto de concentracién (ng/mlL)

Proceso*  Valor esperado Valor calculado Intervalo % Recobrado  t Calculada
Rupt 121.2 122.8 120-125 101.25 1.96
SH 171.3 177.3 168-186 103.48 2.28
CCT 94.8 106.3 95-118 112.13 3.46
ION 107.9 114.6 109-120 106.24 4.13
EIAF 130.0 131.6 127-136 101.24 1.23
1P 184.9 199.1 187-211 107.71 4.07
IFA 142.5 156.0 145-167 109.42 4.21

Rango medio de concentracion (ng/mlL)
Valor esperado  Valor calculado  Intervalo % Recobrado  t Calculada
Rupt 121.2 107.5 101-114 106.33 3.64
SH 148.3 140.3 130-151 94.64 -2.62
CCT 78.1 75.5 71-80 96.62 -1.93
ION 90.3 89.9 85-94 99.52 -0.34
EIAF 111.3 105.4 98-113 94.70 -2.65
1P 165.2 169.9 161-178 102.83 1.88
IFA 122.0 123.4 121-126 101.15 1.95
Rango bajo de concentracién (ng/mL)
Valor esperado  Valor calculado Intervalo % Recobrado  t Calculada

Rupt 90.8 91.3 90-92 100.60 1.65
SH 136.7 129.8 121-139 94.95 -2.63
CCT 67.7 64.1 57-68 94.78 -1.81
ION 81.3 80.9 79-83 99.51 -0.75
EIAF 102.2 92.3 81-104 90.38 -3.00
1P 154.3 156.7 144-170 101.54 0.64
IFA 110.7 106.5 97-116 96.28 -1.55

t tabulada 4.30

(n-1, 0.05)

*Rupt: sobrenadante de ruptura; SH: sobrenadante de la precipitacién dcida; CCT: concentrado de celite
filtrado; ION: fraccién no retenida de intercambio i6nico negativo ajustado; EIAF: eluato de inmunoafinidad;

IIP: eluato de intercambio iénico positivo 400 mM; IFA: ingrediente farmacéutico activo.
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fija el modelo lineal como control. La ecuacion para
el modelo fijado fue:

CP = 1.22984 x CC - 0.0967221

Debido a que el valor de probabilidad asociado a
F es menor que 0.01, y que hubo 99% de confianza,
se concluye que existe una relacion estadisticamente
significativa entre ambos métodos.

El coeficiente de regresion indica que el modelo se-
leccionado explica la variabilidad del ELISA en el CP
con respecto al de CC. El coeficiente de correlacion
igual a 0.9146 indica una relacion relativamente fuer-
te entre las variables. El error estandar del estimado
muestra una desviacion estandar de los residuos de
0.147. Este valor se puede utilizar para construir los
limites para nuevas observaciones. Los resultados de-
muestran que no existen diferencias significativas en la
cuantificacion de los IFA, entre los dos laboratorios.

Aplicacién del ELISA en el andlisis del
recobrado del proceso de produccién. Grdfico
de control

Para evaluar la aplicabilidad del ELISA, se implemen-
td en el control del proceso de produccion del Ags-
HB. El analisis del recobrado del proceso mediante
este ELISA y de conjunto con la determinacion de
proteinas por el método modificado de Bradford [18],
se muestra en la figura 4. Para el analisis se tomaron
los valores de cinco lotes del proceso, a los que se
determind el CV entre lotes. En cada paso fue menor
del 25%. Ello demuestra la consistencia del proceso
de produccion y la posibilidad del ELISA de analizar
adecuadamente la concentracion de cada muestra del
proceso de produccion. La verificacion continuada del
ensayo se hizo mediante la implementacion del con-
trol estadistico, por medio de un gréfico de control. El
trabajo rutinario del ELISA se evalud durante un aflo,
con la cuantificacion del control positivo del ensayo.
Se efectuaron 200 ensayos, que estan entre los limites
de control establecidos con un CV entre todos los va-
lores de 8.84% (Figura 5). De ellos, solo dos estan por
encima de 2 sigma, lo que representa el 1% de los en-
sayos. Estos resultados demuestran que el ELISA no
pierde su estado de ‘control’ para los atributos criticos
de calidad del ensayo, y que por tanto se asegura su
calidad, de manera continuada.

Discusion

Se desarrolld y valido un nuevo ELISA sandwich para
cuantificar el AgsHB en muestras del proceso de pro-
duccion. A diferencia de otros ELISA reportados [20],
este utilizd un Gnico AcM para la cuantificacion del
AgsHB. La estandarizacion de este ELISA, por medio
de técnicas como la metodologia de superficie de res-
puesta, revelo que la mayor sefial, derivada de la reac-
cidn antigeno-anticuerpo ocurre cuando se recubre la
placa durante 20 min a 50 °C a una concentracion de
10 pg/mL. Ello puede deberse a que la elevada tem-
peratura favorece la interaccion del AcM con la placa,
y por tanto, los anticuerpos fijados a la placa pueden
capturar un numero mayor de moléculas de antigeno,
como describen Leyva y cols. [21].

Las técnicas inmunoquimicas se caracterizan por la
seleccion de una curva de calibracion para la obten-
cion de los resultados [22]. En este estudio, la curva
de referencia se prepard a partir de diluciones seria-
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Tabla 3. Estudio de la repetibilidad y precisién intermedia del ELISA

Pasos del Parametro Analista 1 Analista 2 Analista 4

Proceso* Precision (CY%) Dia1l Dia2 Dia3 Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2 Dia3
Rupt Repetibilidad 3.48 3.38 1.52 0.81 237 0.84 0.17 7.43 1.46
Intra-analista 9.15 13.47 9.37
Interanalista 11.46

SH Repetibilidad 3.52 1.07 3.68 0.39 0.28 2.61 4.10 6.32
Intra-analista 7.77 6.96
Interanalista 7.42

CCT Repetibilidad 3.88 516 172 585 6.33 6.03 4.63 2.40 2.63
Intra-analista 11.47 5.65 9.27
Interanalista 10.79

ION Repetibilidad 3.64 4.41 13.63 1.64 1.29 156 238 133 297

Intra-analista 7.43 1.88 5.2
Interanalista 8.17

EIAF Repetibilidad 251 221 459 217 1.03 478 0.75 3.60 1.56
Intra-analista 4.53 10.12 13.31
Interanalista 10.40

1P Repetibilidad 491 1.51 452 2.09 042 2.86 895 4.80
Intra-analista 3.28 11.74
Interanalista 10.12

IFA Repetibilidad 1.12 256 3.13 121 154 524 272 212 273
Intra-analista 3.07 10.28 4.45

Interanalista 13.97

*Rupt: sobrenadante de ruptura; SH: sobrenadante de la precipitacién écida; CCT: concentrado de celite
filirado; ION: fraccién no retenida de intercambio iénico negativo ajustado; EIAF: eluato de inmunoafinidad;
IIP: eluato de intercambio i6nico positivo 400 mM; IFA: ingrediente farmacéutico activo.
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Figura 3. Estudio de reproducibilidad por correlacion, entre el ELISA del laboratorio de Control de
Procesos (ELISA CP) y del laboratorio de Control de la Calidad (ELISA CC).

das del patron de AgsHB para cada ensayo. El ensa-
yo mostré un rango lineal entre 191.7 y 11.9 ng/mL.
Este resultado es similar a otros ELISA, como el
descrito por Karakufi y cols. [23]. Un parametro im-
portante examinado en la validacion de los ensayos
analiticos fue la especificidad, especialmente de los
inmunoensayos [22], que consiste en la posibilidad
de medir el analito inequivocamente en presencia de
otros componentes de la muestra [15, 16]. Los resul-

20. van Roosmalen MH, de Jong JJ, Hae-
nen W, Jacobs T, Couwenberg F, Ahlers-de
Boer GJCM, et al. A new HBsAg screening
assay designed for sensitive detection of
HBsAg subtypes and variants. Intervirology.
2006;49:127-32.

Tabla 4. Reproducibilidad por ANOVA para demostrar la relacién lineal entre los ELISA
de Control de procesos y Control de la calidad.

Fuentes Suma Grados Cuadrados F
de variacién de cuadrados de libertad medios P
Regresion 1.46774 1 1.46774 24746.65 0
Residual 0.000474486 8 0.0000593107
Total 1.46822 9
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tados de los ensayos de interferencia mostraron que el
AcM CB.Hep-1 reconoce especificamente al AgsHB
en presencia de los contaminantes de la muestra.

Para analizar la posibilidad del ensayo de cuan-
tificar exactamente la concentracion de AgsHB en
cada una de las muestras del proceso de produccion,
se compararon las concentraciones obtenidas en el
ELISA, con la concentracion tedrica. Las muestras se
analizaron con tres niveles de comparacion. En cada
una, el recobrado varié entre 98.18 y 100.31%, con un
promedio de 100%. Estos resultados sugieren que el
ELISA con el AcM CB.Hep-1 se puede usar para la
determinacion del AgsHB en muestras biologicas.

La precision se evalud con la determinacion del CV
en dos niveles: repetibilidad y precisién intermedia.
En cada uno, fue inferior a 10 y 20%, respectivamen-
te, lo cual concuerda con los criterios de aceptacion
descritos en la regulacion No. 41 del 2007 del Cec-
med y la IHC Q2 (R1) [15, 16]. Ademas, estan por
debajo de la propuesta de Findlay y cols. [22] para los
ensayos inmunoenzimaticos, el cual propone un CV
menor que 25% debido a que estos ensayos son menos
precisos que los cromatograficos, por lo que requieren
mas experimentos para resultados mas confiables. El
estudio colaborativo entre los laboratorios demostrd
que el ensayo es reproducible, pues el coeficiente de
correlacion fue mayor que 0.90, en la determinacion
de las muestras analizadas. Este resultado concuerda
con el de Wapenaar y cols. [24], quienes refieren una
buena correlacion en un ELISA de competencia, con
un valor de rigual a 0.9.

Después de la validacién de un método analitico, es
importante monitorearlo constantemente, asi como la
aplicacion para la cual fue disefiado. Las técnicas es-
tadisticas para el control del proceso de las proteinas
recombinantes y la interpretacion de los resultados,
son herramientas que facilitan la verificacién continua
[25]. El grafico de control representa los resultados de
un parametro especifico en el tiempo. Proporciona in-
formacion valiosa sobre las tendencias, y demuestra el
control, la consistencia y la fiabilidad de la prueba. Su
utilizacion en el ELISA demostro la estabilidad y con-
fianza de los resultados, y en el analisis del recobrado
del proceso evidencio la consistencia del proceso de
produccion.

Conclusiones

Los resultados del estudio de validacion del método
de ELISA para la cuantificacion del AgsHB en mues-
tras del proceso de produccion, indican que el ensayo
es lineal en el rango de 191.7 a 11.9 pg/mL, con un
valor del coeficiente de regresion mayor que 0.98. Se
demostré que el método es exacto, debido a que no
hay diferencias significativas entre la concentracion
del antigeno determinado por la técnica, y la concen-
tracion esperada de las mezclas. Su precision es acep-
table, con valores inferiores al 10% en la repetibilidad,
y al 20% en la precision intermedia. Hay correlacion
entre los valores determinados en los laboratorios de
CPy CC en el estudio de reproducibilidad. El método
es adecuado, y proporciona datos confiables del com-
portamiento del proceso de obtencion del AgsHB. Su
comparacion con los criterios de aceptacion estableci-
dos, evidencia que la validacion de la técnica es satis-
factoria y, por tanto, se puede utilizar en el control del
proceso de produccion del AgsHB.
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Figura 4. Recobrado de cada paso del proceso de produccion del AgsHB. Andlisis de cinco lotes de
proceso. Rupt: sobrenadante de ruptura; SH: sobrenadante de la precipitacién édcida; CCT: concentrado
de celite filtrado; ION: fraccién no retenida de intercambio iénico negativo ajustado; EIAF: eluato de
inmunoafinidad; IIP: eluato de intercambio iénico positivo 400 mM; IFA: ingrediente farmacéutico
activo.

2 ]630:_ 1 <=
E L

T
g S—

Figura 5. Control del ELISA. Representaciéon de 200 ensayos en un afo. Linea naranja: limite supe-
rior de control (1575.99); Linea roja: Valor central (1206.00); Linea verde: limite inferior de control

(836.01).
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Figura 6. Metodologia superficie respuesta para determinar las condiciones de trabajo del ELISA. La
flecha indica la condicién éptima (concentraciéon de recubrimiento de 10 ug/mL, incubado durante
20 minutos a 50 °C).
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