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INTRODUCCION

Lz vacuna contra la hepatitis B es un producto biologico de tipo recombmante y una de sus
especificaciones mas importante a evaluar es su lemunogenicidad, la cual es verificada por o
ensayo m vive al determumar la potencia relativa en ratones

En la titulacion de sustancias biologicas se establece que se realice un ensayo de lineas paralelas
cuando se aplica este tipo de ensayo, la potencia de la sustancia se obtiene comparando las curvas
dosis contra respuesta del estandar de referencia y de la muestra en estudio, para que este caleulo
se cumpla es mdispensable que el estandar de referencia y la muestra en estudio se comporten
como st une fuese dilucidn del otro. El cumplimmento de esto es evaluado en cada ensayo
mediante una prueba de paralelismo

Para aprobar y hiberar éste tipo de productos cumphendo con sus requerimientos de calidad, nos
lleva a um tiempo de andlisis muy largo lo que reduce el tiempo de disponibibidad en el mercado
va que el tempo de caducidad de la vacuna comenza desde la fecha de moculacién del lote de
vacuna en la fase de proceso para evaluar como método m vivo [a mduccion de anticuerpos en
ratones, y que en ocasiones este tiempo oscila entre 4 2 5 meses antes de salir al mercado como
producto final envasado

Como las pruebas de potencia in vivo son de larga duracton y se realiza en ratones, motive por el
cual se requiere de mstalaciones especiales y condiciones controladas, por lo que los costos se
ncrementan y los resultados requieren de mayor tiempo, Por estos motivos se han buscado
métodos alternos n vitro mis rapidos, de menor costo y que, ademas son de menor vanabslidad
que los ensayos 1 vive

En este trabajo se implemento un método m vifro en el que se emplea un reactivo de dragndstico

que nos permutic Wdentificar primeramente ¢l antigeno de superficie del virus de 1a hepatitis B
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7 (HBsAg) y postemormente cuantificar las cantidades del rusmo en diferentes diluciones de la

vacuna contra la hepatitis B recombmante de onigen Cubano, en comparacion a la vacuma de
referencia certificada frente a un estindar primano mtemacional adeptado por la Organizacion
Mundsal de la Salud (OMS)

Se establecid una curva dosis respuesta de la que se efectud una transformacion lineal hasta
obtener un comportamiento paralelo en las respuestas de la muestra en estudio en comparacion
con la vacuna de referencia

Se establecieron los parametres a determinar para validar el método de analisis y las condiciones
del mmsmo, se realizaron estudios de comparacion de la potencia relativa de la vacuna tanto por el
método m vivo comtra el método m vitro

Todo lo antenor con la finalidad de determmar que el método in vitro adoptado nos beneficia
directamente en reducir el tempo de liberacién de la vacuna permitiende la dispombilidad en el

mercado para su uso curmpliendo estrictamente con sus especificaciones
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FUNDAMENTO TEORICO

1 RECOMBINACION GENERAL '

La recombmacion de genes mutantes para producir nuevas asociaciones de genes en la progenie
de las moléculas del DNA es un factor extremadamente importante en la evolucién Los
mecanismos que aseguran que ocwTa la recombinacion han sido de gran valor selectivo y
especificos estos mecanismos se pueden dividir en dos categorias: Recombinacion general u
homologa y recombmactén en un lugar especifico.

La recombmacion general, ocurre emtre las moléculas homdlogas de DNA o cromitidas
homoélogas en 1a meiosis, tiene gran precisiéa lo que mdica que entre los homologos debe ocurrir
um apareamiento preciso. Solo rara vez surgen mutaciones debidas a un apareamiento erromeo
antenor al suceso de recombinaciéa La precision del apareanento entre las moléculas de DNA
progenrtoras homologas esti medida por el apareamiento de las bases entre secuencias de pares
nucléotidos complementarios de las dos moléculas progenitoras duramte el proceso de
recombmacion  La formacidén de moléculas de DNA recombmante a partir de dos moléculas
progenttoras de DNA se esquematiza en la figura No [, primero se tiene lugar a un mtercambio
de filamentos sencillos entre moléculas de DNA progenstor, que da como resultado una estructura
de puente cruzado que unplica las regiones del DNA heteroduplex de cada molécula de doble
filamento Las regiones de DNA heterodiplex mostradas son responsables del almearuento
preciso, entre las moléculas homologas de DNA progenittor tipos para restablecer dos moléculas
de DNA lineales que son recombmantes para marcadores genéticos progenttores situados a cada
lado de la regidn del DNA heterodiplex El otro tipo de corte produce moléculas lmeales que no
son recombinantes para marcadores genéticos progenrttores que flanquean la posicion dei puente

cruzado pero que contienen una region de DNA heteroduplex
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Fig. No. 1 Modelo de Holhday ' apareanuento entre dos meleculas progemitoras de DNA (a). (B para la
recombezacion (), el puente cruzado puede romperse en dos formas una orging 1 recombinacion de marcadores
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J 1.1 RECOMBINACION DE SITIO ESPECIFICO.

’ Como lo indica su nombre, la segunda categoria de los sucesos de recombmacidn comprende a
los que acontecen sdlo en sitios o puntos especificos de una molécula de DNA  Esto contrasta con
los sucesos de recombmacion general, en los que se forma DNA beteroduplex y el sitio del
entrecruzarmento puede presemtarse en el empalme entre dos pares cualquiera de nuclectidos
adyacemes En mutantes recA, recB y recC de E. coli que tienen defectucsa la recombmacién
general, la recombmacion de punto o de setio especifico no se ve afectada, demostrando asi que
las dos categorias de sucesos de recombinacién son fuzcionalmente diferentes.

La mtegracién de fago lambda en el cromosoma de E. cofi es el caso de recombmacion de sitio
especifico estudiado con mas mtensidad Lambda se mserta en el cromosoma bactertano por
recombinacién entre un sitio attB, del cromosema huésped v wn siho attP, del cromosoma fago
cada wno de los dos cromosomas comtiene un solo sitio attP Lambda es un miembro de fagos
atenuados llamados fagos lamboides La recombmacion entre los sttios attP y attB requiere una
proteina codificada por el gen mt (mtegrasa) La especificidad del sitio de reconoctmiento reside
en la capacidad de la proteina int para reconocer su propio siio de accidn tanto en ef cromosoma
del fago como en el de la bactena Cada especie de fago lamboide posee su propia enzima de

Ntegracion

2 CARACTERISTICAS DE LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS DEL HOMBRE '
Las mfecciones det hombre pueden dividurse en tres grandes grupos atendiendo al ongen de los
microorgamsmes causales, a fa sevendad de las manifestaciones cliucas y al significado

biolégico de la interaccion huésped microorgamsmo
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I) Accidentes biologicos en infecciones como el tétanos, la gangrena gaseosa, el botulismo, el
ﬁg antrax vy las infecciones oportunistas, se trata de accidentes ocasionales sm pmgun sentido

biolégico de supervivencia, nunca se asocian con caracter epidémico

II) Infecciones especificas del hombre

Enfermedades como la fiebre tifvidea, la tosferma, 1a lepra, el sarampion, la vancela, rubéola y la

parotiditis, son producidas por mucroorgamsmos adaptados muy selectivamente a la especie

humnana, segin factores ambientales y condiciones de vida, se tiene un estado de endemicidad o el

de endermia epidemia No hay reservorios animales.

T} Zoonosis

La flora microbiana de los animales que tienen relacion cercana con el hombre, los animales

domesticados los que sirven como fuents de alimento y aquellos con relacidn ocasional {caceria,

encuentro fortuito, o parasitosts) son ¢l origen de infecciones comunes a esas especies animales y

al hombre cazador - recolector primero y agricultor - pastor después.

1.3 salmonelosis, brucelosis, tuberculosts, peste, toxoplasmosis, influenza, rabia, fiebre amarnlia,

son enfermedades del hombre debido a la cercania con los anumales Chuéspedes naturales),

condicion creada por el proceso civilizador del hombre. En algumos casos, el hombre ha

mtroducido una relacion permanente al fungyr como huésped mtermediano o reservoro, en la

mayoria de los casos el amumal es el huésped mtermediano y el hombre resulta el hospedero

definitivo La zoomosis tiene caracter endémmco con brotes epidémicos cuando el consumo de

ahmentos v amimales esta comammade El cle de transmusion peede mterrumpirse por el

saneamiento artbiental, la mmunizacion, la cuarentena o la muerte de los ammales como fuente

de contagio

V) La Hepatrtis

Sen cuatro virus los gue causan Ja hepatitis, todos difieren en cuanto a su estructura, modo de

rephcacién, curso de la enfermodad y via de transmmusion Los virus de la hepatstis A v B son los

3]
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més conocidos, pero tecientemente se ha descrito la existencia de un virus no-A y no-B {0 C), asi

como un virus de 1a hepatitis D o agente delta.

Los sintornas de la hepatitis causada por todos estos agentes guarda clerta semejanza y todos se
distinguen bastante bien desde el punto de vista cljnico.

La hepatitis A esta provocada por un picomavirus portador de dado ribonucleico (ARN) y recibe

s

el nombre de “hepatitis mfecciosa “ su via de transmisién es la fecal, oral y su periodo de
mcubacion es de aproximadamente 1 mes, puede presemarse de forma fulmunante y seguir sa
curso mortal y no se perpetia en forma de enfermedad hepatica crémica.

La hepattis B, conocida en el pasado como hepatitis sérica producida por un virus portador acido
desoxarnbonucleico (ADN), se disemmna por via paremteral, mediante la sangre o agujas
contaminadas, por la via sexual o por via transplacestana, el viwrus suele adguinirse por
moculacidn directa al torrente circulatone El virus debe alcanzar el higado para que se produzca
la mfeccion Mas adelante, el virus se rephca y se liberan z la sangre grandes cantidades de
antigeno junto a los viriones. La replicacién wiral puede miciarse tres dias después del contagio,
pero los sintomas no se observan a veces hasta 45 dias después, o mcluso mas dependiendo de la
désis mocutada, la via de mfeccion y los rasgos diferenciales de cada mdividuo.

Se esuma que en los Estados Umidos se producen unos 300,000 infectados por el virus y en los
paises subdesarrollados se mfectan hasta un 15 % de la poblacion durante el nacumento ¢ la
nrfiez Es probable que el niimero anual de afectados por hepatrtis A sea muy semejante, pero los
casos mortales son raros

En ¢l caso de la hepatitis B, como en ¢l caso de las demas hepattiis, no se conocen reservonos en
animales nfertores los seres humanos constituyen el reservono y el vector El virus se disemmna
directamente de persona a persona, sobretodo a través de los portadores cromicos Se defmen
como portadores cronicos aquellos mdividuos en los que se detecta el antigeno en dos

determunaciones distintas separadas por un periodo de 6 meses

-
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_ Aproximadamente el 6 % de los varones homosexuales y un porcentaje mayor de drogadictos son
portadores crénicos', fa situacién del portador puede prolongarse toda la vida, Jas rutas de
diseminacién son percutinea (jeringas contaminadas, acupuntura, tatuajes, perforacién de 1abulos
de Ias orejas) o el contacto personal intimo con mtercambio de secreciones (parto o sexual )

Los sindromes clinicos que presentan son, 1a infecaién agnda aparecs en el 25 % de los infectados
por el vitus, se caracteriza por un periodo de incubacion y un comienzo insidioso Fntre los
sintomas del periodo se encuentran la fiebre, el malestar y la anorexia, seguidos de nauseas,
vomitos, malestar abdomunal y escalofrios, A continuacién se presentan los sintemas clésicos que
mdican dafic hepético (ictericia, coluria y acolia.} La infeccién crémica se observa en el 5-10 %
de Ias mftcciones por el virus ésta se detecta por la presencia de nrveles elevados de enzimas
hepéticas en analisis de sangre rutinano, pero evoluciona hacia cirrosis ¢ msuficiencia hepatica
hasta un 10 % de los casos,

Carcinoma hepatocelular primano (La Organizacién Mundial de la Salud estina que el 80% de
todos los casos de éste carcinoma podrian atnbuirse a mfecciones por el wirus de 1a hepatitis B)
El carcinoma es habriualmente mortal y constituye una de las principales tres causas de muerte
por cancer en todo el mundo, el pericdo de latencia entre la infeccién por el virus de hepatitis B y
el Carcinoma hepatocelular puede oscilar entre 9 y 35 afios

El diagnéstico de laboratona micial de hepatitis se realiza por los sintomas climces v la presencia
de enzimas hepaticos en sangre No obstante, para la identificacion del virus se requiere de la
determinacion del antigeno y la evaluacién de la respuesta humoral,

La profilaxis que se ticne hasta hoy existen dos vacunas contra el virus, wna denvada de plasma
humano y otra obtemda por ingemieria genética La primera es una suspension de particulas del
antigeno de superficie de 22 nm, absorbidas en pel de hidréxido de alumme, la vacuna
recombmnante se fabrica msertando un cerevisige. plasmdo que contrenen ¢l gen que codifica ¢l

antigeno en una levadura, Seccharomycees
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’ El antigeno se recoge luego, lisando las células de la levadura y utilizando cromatografia El
(I
antigeno purificado se esteriliza por filtracién, se coloca en formalina, se adsorbe en hidroxido de
aluminio y se preserva en tiomersal.

Las hepatitis no-A y no-B se parecen a las hepatitis B en cuanto a que sus vias de transmisién
cometden, aunque se estime que pueden llegar a crémficarse en un 10-50 % de los casos, estas
hepatitis tienen un periodo de incubacién mas corto.

La hepatitis delta, muestra como particulandad que solo se observa en pacientes con infeccién
activa por el virus B, el virus de la hepatitis D se replica umicamente en presencia del virus B
activo, el agente delta provoca hepatitis agudas y cronicas

En el cuadro sigmente se mdican los casos acumulados por entidad federativa proporcionados

per la Direccién General de Epidemclogia en lo que va de 2 ulttima semana del mes de mayo del

afio 2000.

Entdad Casos Entda [ Casos Eniidad Casos
1999 2000 1999 2003 1999 2000

ags 1 Z WOCH ¥ 3 TTax, T T

BC 7 g Moz 1 - Ver, 23 11

BCS3 i - Nay R Yue W12

Camp 1 2| NL 1313 Zac 6 2

Coah - 6 Oax 14 1

Col - - Puc 7 20

Clus 3 7 Qro 3 2

Chih, 7 4 QRoo 3 0

DF 31 10 SLP 7 2

Dgo - 1 Sin 14 13

Hge 3 3 Son 8 11

Jal 27 5 Tab 1 1

Miéx 36 25 | Tamps 5 18

jotal 298 Lasos cn 1999 ¥ 198 Casos cn 2000

Tabla No. I Cases acumulados por entrdad federativa durante la semana 19 del aito 2000

Seeretana de Salud www ssa gob m/
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3 POSIBILIDADES DE INTERACCION INFECCION - ENFERMEDAD E INMUNIDAD *
Los microorgamstnos pueden adoptar situaciones que van desde la contammacion transeiona a la
infecciém agresiva, la expresién clinica puede ir desde la mfeccién maparente hasta la muerte v
las condiciones mmunclégicas pueden 1r desde la susceptiilidad hasta el estado refractano
pasando por la mmunidad parcial, los sintomas precursores de la enfermedad (mmumdad con
persistencia del mucroorganismo) o la mmumdad no vigente por vanacioa antigénica del
MICTOOTZANISTNO AGTesOr.

3 1 Infeccién sin enfermedad y sm inmunidad

Algunos dermutofitos y estafilococos Staphylococcus epidermidis colonizan la piel y la nno-
farmge sm causar eafermedad v sin desarrclle de anticverpos o mdicios de mmunidad mediada
por células.

3 2 Infeccidn sin enfermedad y desarrollo de mmumidad

En muchas mfecciones la agresién microbiana no alcanza el umbral clinico y sélo a través de
exdmenes de laboratono es posible demostrar anormalidades, por ejemplo aumento en las
transammnasas séricas durante upa hepatitis amctérica, la proteina C reactiva en una
estreptococeica o el aumento en la velocidad de sechimentacién globular consecuttva a una
mfecaion tuberculosa

La sexclogia puede revelar el ongen y seguir la evolucion de esa expenencia mmmogénica a
través de fa apancion de anticuerpos en a fraceidn de [gM que sefiala el ongen de la mfeccion,
algunos ejemplos son Ja mononucleosis nfecciosa, las nfecciones por virus de melusion
ctomegahca, la hepatitis nfecciosa tipo A y el herpes

3 3 Infeccion enfermedad e inmumidad nsuficiente

En estas mfecciones encontramos diferentes situaciones tales como

10
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b) Vanacién antigénica

Donde la respuesta inmumitana controla la agresion microbiana al tiempo que induce la apancién
de nuevos antigenos que toman moperacte la mmunidad confenda por los primeros anticuerpos y
precisa de imciar nuevamente otra respuesta inmumologica ante los nueves deterrminantes
antigénicos, producto de la variacidn antigémica; por ejemplo en la fiebre recurrente (Borrelia sp)
y en las tripanosonuasis afncanas (Tripanosoma gambiense y rhodesience)

i) Inoculo microbiano patogénico pero no mmunogémco

Como en el tétanos, Ia dosis letal es menor que la dosis Immunizante, por tanto si un enfermo de
tétanos logra recuperarse, no queda Inmume y esta expuesto a suffir un nuevo episodio de tétanos.
Un recién pacido que sobrevive el cuadro de tétanos neonatorum debe ser inmumizado como
cualquier nifio normal

Iy Muitipheidad antbigémica

En los estreptococos existen mas de 50 serotipos de proteina M, circunstancias que permuten la
multiphcidad de ataques ya que los anhcuerpos generadores ante vna infeccidn precedente no son
garantia de inrmunidad para las agresiones de las otras variedades antigénicas, v a la practica de
las mmumzaciones precisa de mezclas con los serctipos de mayor prevalencia en ese medio
ambiente Entre los virus, rmovirus con mas de 100 vanedades, los virus de 1a poliomieltis (tres),
la hepatitts mfecciosa (virus A y B), los adenovirus, los virus ECHO y los Coxsackie son
ejemplos de multipheidad sm Inmunogerucidad cruzada completa que condicionan la repetrcién de
ataques con cuadro clinico muy semejante o 1déntico.

I'V) Respuesta tardia

Como el caso de la rabia hay respuesta de anticuerpos a titulos muy elevados tanto en sangre
como et el hquido cefalorraquideo, sin embarge tal actividad aparece cuando la encefalms esta

establecida y las lesiones son mortales irreversiblemente  Sikes y colaboradores * consideran

11
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% que parte del cuadro patologico termmal pueda estar mediado por la accion citopatogénica de los
anticuerpos (choque por anticuerpos )
V) Secuestro microbiano
La presencia de varus del sarampidn en la parencefalitis subaguda esclerosante, en presencia de
titulos muy elevados de anticuerpos contra el sarampion tanto en swero como en liquido
cefaloraquideo y la demostracion 1 sifu de anticuerpos especificos de sarampion en el sistema
nervioso, se trata de explhicar mediante una deficiencia en los sistemas de mmundad mediados por
células (tal vez linfocitos reguladores) que no regulan adecuadamente la produccion de
anticuerpos y el exceso trae como consecuencia efectos ctopatogénicos en el sistema nervioso
central.
VI) Paralisis inmunologica
Como en las neumonias lobulares agudas, se considera gue el nesgo mayor que tienen los
convalecientes de volver a padecer un segundo ataque de neumonia obedece al estado de paralisis
mmunolégica desarrollado por la gran cantidad de antigenos capsulares de peumococos que o
son metabolizados activamente v condicionan un estado especifico de falta de respuesta de
anticuerpos ante ese antigeno
VII) Deficiencias naturales de la mmumidad
Las mnfecciones que producen patologia por lesién de mucosas, nfecciones de la via urnaria, la
gonorrez, canes dental, tienen su ongen en Ja imposibihdad de mmpedir la adherencia de las
bactenas patogenas en las estructuras blanco Hay una respuesta msuficiente ¢ mmunidad
secretora (IgA’s) que no basta para mterfenr con la operacién micial de la que depende la
patogenicidad o bien, como N. gonorrhocae se tenen enzmas que degradan la molécula de

(IgA’s) ¥ la nactivan
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4 FACTORES DETERMINANTES DE LA INMUNIDAD EN LAS ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

La competencia inmunologica en las infecciones es conjunto de acciomes capaces de

mmovilizacién por parte del individuo infectado para controlar esa agresion y a través de la

mteraccidn con los mmcerobios alcanzar un estado refractario mas o menos permanente ante nuevas

exposiciones Las acciones abarcan una serre muy diversa de factores, clasicamente se habla de

constitutivos y adaptativos

4.1 Factores constriutivos

Comprende a todo lo relacionado con inmunidad especifica o mespecifica que ¢s natural a esa

especie amimal sin que para su operacidn ¢ requiera de ningdin estimulo y cuyo nivel de accidn no

se modifica por la presencia de mucroorganismos.

La wtegnidad de la piel es un factor mmunitario constrtutivo suficiente para impedir que el virus

de la rabta, deposttado sobre una piel integra no produzca daiio

Cuando hay desvitalizacion en la piel, destruccién o manchamentos, circulacién deficiente o

quemaduras, se tienen fas condiciones 1deales para la mnfeccidn por gérmenes oportunistas

La actividad metabolica de la flora residente en la piel v en la vagma resulta en an pH acido,

alrededor de 5 0 producto de acido tactico, acidos grasos de cadena corta y metabolitos acidos,

incompatible con el desarroilo de bactenias como estreptococos v estafilococos

En ¢l tubo digestivo. 1a presencia de dcido clorhidnco a concentraciones que dan un pH=2- 3 ° resulta

suficiente para mactrvar la mayoria de los 1ndculos bacterianos de los alimentos

El movimiento penstaltico det sistema biliar extrahepatico y de la via gentourmana v la

acttvidad ciliar del arbol respiratorio, producen arrastre mecameco def conteudo v ehmman
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. grandes cantidades de bactenas patdgenas y no patégenas de cuya eficiencia depende la ausenciz
de infeccion y/o enfermedad en muchos casos
La temperatura corporal es un factor inmunttano constitutivo que impide la mvasion a la sangre
de bactenas como Mycobacterium balnei y Mycobacterium ulcerans cuya temperatura de
crecumiento optime es a 33°C y no resisten a la temperatura corporal de 36 8°C La reduccion de
Ia termperatura corporal se asocia con menos produccidn de wterferdn y titulos menores de
anticuerpos y la accion de células fageciticas con resultados negatrvos en la competencia
inmunoldgica
4.1.1 Potencial redox
La POr de la sangre y de los tejidos es meompatible con la reproduccion de bacterias anaerobias,
sdlo en el mtestino se dan las condiciones favorables para el crecimuento bactenano anaerobio v
en ese habitat la proporcion de flora amaerobia/aercbia es de 100 - 1000/1 Cuando ocurren
trastornes circulatortos que llevan a la hipoxia o se producen abscesos que necrosan e}
parénquima y erigen barreras de penneabihidad, se tienen condiciones adecuadas para el
crecimiento de bactenas anaerobias
4 1 2 Inmurndad mutncional *
La necesidad universal de cligoelementos, en especial Fer+ es un factor constitutivo que facilita
© 1mp:de ¢l crecinuento de bactenas potencialmente patogenas, el humano dispone de mecanismos
de transporte del hiervo desde el sttio de absorcion y depdsito a los de utthzacidn, mediante una
proteina (la transferrma), con gran afinidad por el cation La capacidad de transporte y de umén
o enlace es hmitada
En los casos de hemohsis, necrosis de células ncas en ctocromos o deficiencia en el manejo del
hierro, se propician condhciones por salmonelas v otras bacteras gramnegativas que no hubseran
ocurndo cn situaciones normales de metabolisme de hierro

i
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,aT /. La dismmucion en la absorcion del hierro consecutiva a la fichre v la disminucién en la

transferrina durante el periodo neonatal lustran fenomenos de adaptacion o mmadurez al nivel de
mecanismos inespecificos de la inmunidad constitutiva

41 3 Receptores de microorganismos

En la membrana de las células existen receptores especificos para los virus citopatdgenicos, la
presencia o ausencia de ellos es determinante para decidir la inocurdad o patogenicidad de un
virus. su naturaleza esta en estudio pero se conoce que su presencia estd determmmnada
genéticamente.

4 1.4 Antigenos de histocompatibilidad e infecciones

La posible relacion entre los antigenos de histocompatibilidad presentes en los limfocrtos (HLA) y
las enfermedades (entre otras infecciones) es motivo de encuestas en todo el mundo, en el case de
las infecciones por Haemophilus influenzae llama la atencion que en unos casos la agresion se
limrte a la epiglatis v en otros pueda llegarse a la localizacion meningea. La presencia de los
HLA en las membranas de las cdlulas se presta para mvocar relaciones de faciltacion o
mmpedimento en las infecciones por virus, asi los anticuerpos contra HLA - A2 y HLA - A7
pueden bloquear ta fijacion de algunos mixovirus pero no la de poliovirus

4.2 FACTORES ADAPTATIVOS *

4 2 1 Anticuerpos

Los anticuerpos o mmunoglobulmas (Jg) son vectores de reconocmento especifico para
moléculas, particulas o células (bacterias, virus, hongos, protozoarios y metozoarios) asoctados
con agresiones mvasoras de esos microorganismos o parasitos. Se han reconocido hasta ahora

anco clases IgG, IgA, 1gM, IgD e IgE,

1



MARIA DEL ROCIO TORREBLANCA B
VIRGINIA PATRICIA MENDEZ SO54

Algunos de los efectos, asociados con las mteracciones huésped parasito son

phe
e f
?:_a‘-’clﬂ-“‘?

a) Neutrahzacion de toxmas y virus

b) Aglutmacion de bactenas y células

¢) Opsomzacion de microorgantsimos

d) Citélisis mediante mteraccion con el sistema del complemento

e) Crtopatogemcidad asociacion con Imfocitos K

f) Impecimento en la adhestvidad de las bactenas, a través de IgA's

La asociacidn de los anticuerpos es vaniable seguin se trate de una respuesta primana o
secundania, segin la edad del individuo, la naturaleza vy 1a dosts del estimulo antigénico, segin la
viz de admmurstracion, asi como segin la clase de Ig mvolucrada o generada. Los anticuerpos se
encuentran en la superficie de las mucosas (IgA e IgE), en el liqudo mtersticial (IgG) o en el
espacio mtravascular (Jas cinco clases) su vida vania desde 2 - 3 dias (IgE), basta tres semanas
(IgG.)

No hay limre para el nimero de estimulos antigéucos eficientes secuenciales o sunultaneos y
salvo las sets pnimeras semanas de vida y la declimacion gradual después de los 45 - 50 afios, 1a
capacidad de producir anticuerpos es una propiedad permanente de todos los humanos

42 2 Inmumidad mediada por células (alerma microbiana)®

Un grupo de linfocrtos denominados “CD™ 8 denivados del timo son responsables de reacclones
mmunitanas tales como alergia microbiana, reacciones de autommumdad, regulacitn de la
formacion de anticuerpes

Los efectos de los lmfocitos T son mediados por factoses solubles Lnfocnas secretados o
liberados al medio cuyas acciones tienen relacion con la reaccién flamatona, la inactivaciin
de los virus {mterferén) o a través de efectos criotdxicos directos o mediados por anticuerpos

dingidos contra ia célula blanco para cuyo fragmento Fo existen receptores en el linfoctto K
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4 2 3 Reaccion mnflamatona °

Las células con propiedadss fagociticas pueden localizarse en los tejidos ( fijos 0 moviles) o en
los fluidos crrculantes (sangre, linfa y liquido mtersticral) ¥y sus acciones combinadas con
aumento del gasto circulatono, el incremento en la permeabilidad capilar, 12 salida de proteinas
plasmiticas del espacio vascular y los movimientos de las células fagociticas en respuesta

a estimulos quimiotacticos comstituyen la llamada reaccién mflamatona, o sea que primero es la
localizacion de mucrobios agresores y después la mactivacién de orgamismos agresores. Las
linfocinas de los Iinfocttos T favorecen la permanencia de fos macréfagos.

4.2 .4 Sisterna del complemento

Un conjunto de 24 componentes que mcluyen mactivadores y otros 5 componentes del sistema
altemo constrtuyen el sistema del complemento cuyos efectos comprenden, Ia lesién irreversible
de las membranas de células procarictes y eucariotes, la amphficacién de la reaccicn
mflamatonia, la inachvacin de virus y una relacién muy cercana com los sistemas de
coagulacidn, la respuesta mflamatona v la fibrindlisis

Existen otros factores tales como las betalismas que mactivan a bacilos grampositvos, el factor
desitoxicante de las endotoxmas, factores antivirales {no anticuerpos), los mterferones, el factor
de transferencia y otros cuya participacion en los mecamsmos defensivos es mdudable, pero la
magnitud de su adaptacién no ha sido establecida satisfactonamente

Los anticuerpos naturales son producto de expenencias antigémcas con determunantes comunes al
microorganusme cuya espectficidad se estudia y otros no relacionados taxonémicamente pero que
comparten ciertos determmantes antigénicos casl siempre mmunodominantes,

El conocmuento de substancias coadyuvantes mmaumclégicas ros han permitido manipular la
respuestz adaptativa especifica mediante compuestos o mucroorgamismos mespecificos que
producen respuestas de anticuerpos o mediadas por linfocitos T mis mtensas, mas prolongadas y

mas rapidas que cuando se utikizan solos
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5. LA ESTRATEGIA DE LA INMUNIZACION, LA TACTICA EN LAS VACUNACIONES ?
La mmunizacién conlleva el propésito de proveer de mmunidad eficiente a un mdrviduo carente y
necesitado de tal proteccién ante una o mijltiples agresiones microbianas.

En las eafermedades infecciosas, el estado de inmumdad es la condicion resultante de factores
especificos e mespecificos relacionados con la mterferencia, neutrabzacién, inactivacién o
destruccion de bacterias, viras protozoarios y hongos presuntamente patogenos, myasores o
comensales.

La mmunizacién comprende todas las operaciones que aportan elementos defensivos o
coadyuvantes en el proceso de establecer un estado refractario 2 la mmplantacién, colonizamén,
replicacién, mvasién, o lesidn organica por parte de cualquier mucroorganismo

3.1 Inmumzacion Pasiva

La condicion de inmuntdad actrva (endégena) implica un tiermpo minimo que en muchos casos no
se dispore y los efectos patogémicos del microotpanismo deben ser neutrabizados a la brevedad
postbie o se trata de un mdividuo wmunodeficiente primario o secundano qus ne tiene
competencra mmunologica para responder a las estimulaciones inmunogémcas eficientes en una
persona con excelente estado mmunologico

En tales condiciones se recurre a la mmumizacion pasiva homologa y heteroléga que puede
consistir en factores humorales celulares o ambos Los transplantes de médula osea, de tuno o de
higado fetales son una vanante de mmunidad pasiva que resuelve de manera pernanente la

limitacion de la duracidn transitoria de las otras clases de inmunizacidn pasiva
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5.2 Inmunidad humoral

Los factores inmunttarios presentes en el plasma pueden ser inmunoglobulmas (anticuerpos),
complemento (componentes e inhibidores), hormonas timicas: transferrma, interferdn, beta-
lismas, mmunoconghrtininas, factores desintoxicantes de endotoxmas, factores antivirales (no
interferén), lisozma entre los mas mmportantes y mejor caracterizados

Con mucho la inmunizacién pastva més frecuentemente empleada es la de las mmunoglobulmnas,
las posibilidades son: gamma globufina ordinaria obtenida de suero o de placentas, consiste en
mas de 95% (minmmo) de TgG, con menos del 1% de otras proteinas como albimma, transferrma,
IgMoIgA.

Las globulinas gamma hipesinmunes de origen humano disponibles en la clinica son. antitetamea,
antiparotiditis, antirrabica, antirubéola, antipohovirus, antisarampion, aotihepatiis B y anti -
pseudomona aeruginosa

53 Inmunidad celular

Los progresos en la tecnologia de separacion de células de ta sangre han permitido obtener
neutrofilos en cantidades suficientes para aliviar las neutropemias severas que s¢ registran en
leucermas y aplasias de médula dsea

6. CONSIDERACIONES TACTICAS EN EL DESARROLLO DE LAS VACUNAS 2

6 1 Inmunodgenos protectores

La tarea de conocer y aislar los antigenos mmunogémcos responsables de la patologia asociada
con una enfermedad nfecciosa es la primera y mas mportante tarea en la secuencia que conduce
a la produceién de una vacuna

El desideratum consiste en arslar un compuesto puro, mmunogeénico, no toxico susceptible de

desintoxicacion y que mtervenga como factor clave on ¢l desarrollo de ia enfermedad
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6 1 2 Inmundgenos pures
Dentro de esta categoria se cuenta a los toxoides de Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtteriae v de Micrococcus pyogenes vanante Staphylococcus aureus los polisacandos
capsulares de Streptoceccus pneumonige, de Neisseria meningitidis y de Haemophilus
influenzae.
6 1.3 Extractos mucroblanos mmunogenicos
El desconocumento del mmunogeno protector o la participacion de varios. son causa que en
algimas vacunas se utsheen extractos microbiancs gue contienen muchos antigenos dentro de los
cuales se encuentra ¢l umpostante para conferir proteccion, v. gr: Bordetella pertussis, ejemplo
de extracto bactenano que han sido sujetos a procesos quimicos o fisicoquimices con objeto de
punficar el matenal origmal, al ttempo que conservan las propiedades mmunogémcas ttiles
con la menor cantidad posible de sustancias no mportantes en la mmunizacidn.
6 1 4 Microorgamemos mactivados ©
Las prumeras vacunas y todavia muchas de las actuales, consisten en el micToorgamsmo entero o
mactivado de diversa manera (calor, fenol, formol, beta-propiolactona, iz ultravioleta, alcehol
acetona, etc ) Se decide por emplear el mucroorganismo entero, pero en el caso de algunos virus,
tales como el virus de la rabia o bactenas como Vibrie cholerae no podrian utihizarse en estado
active Entre los virus s¢ encuentran a los de [a rabia, de la mfluenza A v B, de la hepatmis B, de
la poliomelitis (vacuna Salk), de la encefalitis equma por virus de Venezuela y de la parotiditis.
6 1 5 Microorganismos Atenuados ©
El modelo pasteunanc de la rabia fue imnado en el caso de Mycobucterium bovis y se obtuvo el
bacilo de Calmette-Guerm (BCG), sin embargo, las posibibdades de atenuacion estaban sobre
una base poco predecible y fue hasta el advenumuento de la genética microbana que se ampho v

diversificod la tecnologia que mantpula las recomendaciones microblanas que se conocen como

NU
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1) Conjugacion. apareamieato sexual de dos bacterias que resulta de la modificacon def genoma

i bacteriano de la bactena receptora o hembra mediante introduccion de un trozo de DNA de la
bacterta donadora o macho, en forma de cromosoma bacteriano o de un plasnudo
1) Transduccion infeccion de una bactena por un fago (bactenofago) que mtroduce al
cromosoma bacteriano mformacion con el resultado de una necexpresiom antigénica o de la
capacidad de producir productos nuevas, es el resultado de la mfeccion hsogémca ( no - litica)
de un bacteriofago, especifico para ciertas clases de bactenas que expresan una nueva
mformacién ya sea suprimiendo genéticamente o por la mecorporacién del DNA figico
II) Transformacién consiste en la adicion del DNA de una bactena que es capaz de mtroducir
nuevas propiedades en 1a bactena receptora, mclusive el cambio de seroupo
IV) Mutacién consiste en la alteracién ya sea cambio o desaparicién de una base pincao
pinmidica en la doble héhice del DNA, se trata de un evento al azar, casi siempre pocivo para la
céhula y que por seleccion de las mutantes es la base de la evolucion
Entre los virus atenuados se cuemta con la mayoria de las vacunas virales que han resuelto
numerosos problemas de salud publica, tales como. la poliomieltus, el sarampidn, la fiebre
amanlla, la parotiditis, probablemente la rubéola, la vancela y es de esperarse que las bronquitis
por el virus sincicial respiratonio, v las hepatius tengan su solucién en varus atenuades
7 EFICACIA PROFILACTICA DE UNA VACUNA®
La vacuna debe ofrecer ventajas con relacién a la enfermedad que trata de modificar o de evitar,
se distinguen los sigwertes niveles de proteccion
1 Ewvitar la infeccion y la enfermedad
Tal es el caso de condiciones como la rabia, la rubéola en las embarazadas v la tosferna en los
lactantes

2 Impedir la enfermedad ¢linica sm evitar la mfeccion



MARIA DEL ROCIO TORREELANCA B
VIRGINIA PATRICIA MENDEZ SCSA

En la hepatmis infecciosa por virus A, en la poliomuelitis, en la nfluenza y en la rubéola de los

mifios, es aceptable que pueda ocurnr la mfeccrdn sin las mamfestaciones del csadro chinko
ordintario

3 Dhsmunuir la gravedad del cuadro clinico

Hay vacunas que no logran evtar la infeccron y en ocasiones tampoco Ja enfermedad. Tal esel
caso dela difiena donde la vacunacion cuando no llega a tmpedir la enfermedad, ¢sta es menos
grave, las miocarditis y parhisis de nervios craneanos son menos frecuentes y la mortalidad es
mas reducida que en los no vacunados

Se tienen situaciones similares en el tétanos, la tosferina y la influenza en cuyes casos la
mununizacion no vigente o mcompleta apota elementos de produccion comtra cursos seveTos o
letales.

4 Abatir 1a frecuencia de comphcacrones graves

En el caso de la tuberculosss, la vacuna BCG no sélo dismmuye latasa de ataque delh
enfermedad, si no que evita la apancién de menmertis y de formas similares lo que mplica una
chsmmucidn de la tuberculosis pulmonar. En el sarampidn la frecuencia de encefalitis es de 1 an
1000 casos en tanto que los vacunados con virus atenuados en la mfecaicn - enfernmedad
producida por la vacuna hay un caso por cada 1,000,000 de dosts aphicadas

5 Ammorar las oportunidades de comtagio a los contactos

Un objetivo mmportante es la menor oportunidad de contagio para los contactos, caso pam
prevenyr la rubsola, el objetivo primerdial es dismunwir la circulacion del virus de la rubcola: entre
la poblacién de 1-12 afios con objsto de que las mujeres en edad férts] tengan menos posibilidades
de contagio

En el caso de la mfluenza la reduccion en la cantidad de virus elminado por las secreciones

nasofanngeas ¢s la clave para reducir las oportumidades de contago k

22
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§ 8 CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS DETECCION Y CUANTIFICACION ’

Los virus son entidades cuyo genoma es dcido nucleico, ADN o ARN que se produce dentro de
las celulas vivientes y que utilizan la maqumnania de sintesis celular para dingir  particulas
especiahizadas,

Los aspectos distmtivos de los virus con respecto a otros organismos, racican fundamentalmente
en su orgamzacion, composicion y en mecamismos de rephcacion mcluyendo a Las particulas
vincas o wvintones los cuales coanienen solamente un tipo de acido nucleico que pude ser ADN o
ARN.

Las proteinas especificas de los virus se sintetizan utilizando los nbosomas del huésped, los virus
se multiplican por sintesis mdependiente de sus partes constituyentes (proteinas, acidos rucleicos,
etc ) que son posteriormente revnidos para dar lugar a la formacién de nuevas particulas vincas
Los virus estin constindos esencialmente por acido nucleico (el genoma viral) rodeado por una
envoltura proteica llamada capside, cuya funcién es proteger al acido micleico del medio
ambiente extracelular, facilrtar su entrada en células buésped y en muchos virus anumales juega
un papel importante en la pnmera etapa de mfeccion La capside puede estar formada de
moléculas de proteinas simlares llamadas unidades estructurales o capsomeros (agregados de
unidades estructurales) la estructura completa {acido nucleico cubierto por la capside) constituye
Ia nucleocipside

El virus de la hepatmis B es wn wvirus de DNA, el cual produce la enfermedad conocida como
hepatris sénca no se ha cultivado y transmitido en animales, aunque se puede ver en suero o
plasma de los pacientes con hepatiis que presemta mcubacidn larga (asi como para otros tipos
para los que no hay mdicios sobre su periodo de mcubacién) y en otros mdividuos que los portan

sm presentar sintomas Se reconocen ires tipos de particulas esferas de 42 nm con doble
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y f envoltura, esfera de 2 nm vy filamentos de 22 nm de diametro La presencia de cualquiera de los

% tres tipos se relactona con la HBsAg detectable, la detecaidn de HBsAg, utilizando RIA, ELISA
o algma forma de hemaglutmacién pasiva, es mas factl de efectuar que la mucroscopia
electrémica como medio para verificar muestras climcas en busca de la presencia del virus, los
antigenos o anticuerpos que portan enzimas marcadas se pueden localizar, afadiendo un sustrato
que sufre un cambio visible ante la enzima ( la enzima mas usada con frecuencia para el marcado
es la Peroxadasa de Rabano Picante y el sustrato de Peroxudo de Hidrégeno con el cromogeno de
Orto - fenilendiamma } Aprovechando la propiedad que tienen las proteinas de adsorberse a pH 9
- 10 a tubos, esferas, discos o concavidades en placas de plastico (pohestireno y pohopropileno),
se han desarrollado métodos de ELISA (Ensayo de enlace mmundenzimatico) que permiten la
cuantificacion de pequefias cantidades de antigenos
El métode puede desarroliarse fijando al plastico cantidades limitantes de anticuerpo, et cual se
hace nteraccionar con diferentes concentraciones del antigeno que se ba de valorar y la cantidad
adecuada del mismo antigeno marcado. Existiendo una fase sdlida que retieme al antigeno
combmado, la discnmunacitn enire éste y el amtigeno hibre, sera facil, y se obtendran datos
fundamentales para la graficacion y cuantificacion,
El ensayo de ELISA puede hacerse también con anticuerpo al que se le ha fijado la enma o
antigammaglobulma marcada En el pnimer caso, a cantidades vanables de antigeno fijadas al
plastico se le anaden concentraciones constantes de anticuerpo enzimas marcado Con lavado se
elimma el anticuerpo que no se fij¢, y el anticuerpe fijado se confirma afiadiendo el sustrato
correspondtente, que desarrollara color en forma proporcional a la del anticuerpo presente Como
en la mmunofluorescencia indirecta, fa prueba de ELISA puede desarrollarse usando uma
antigammaglobuling contra la especie anmmal a la que pertenece ¢l anticuerpo usada en la

prunera ctapa, hecho que la hace mas general y cvita ¢l uso del antisuero especifico marcado para

24
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 cada una de las oportumidades. En este caso se fijan al plastico diferentes concentraciones de
antigeno que se hacen reaccionar con un anticuerpo especifico s marca.

Después de lavar se afiade ]a comrespondiente antigammaglobulma marcada con la enzima, y
transcunde el tiempo convenente v luego de lavar se adiciona el sustrato adecuado para el
desarrollo de color y lectura de los resultados

9 HEPATITIS INFECCIOSA “B”

Krugman, Giles y Hammond en 1971 demostraron que la myeccion de 01 ml de un suero
infectante por ¢l virus diuido 1:10 en agua destilada ¥ calentando un minuto a 98°C, conferia
proteccion a nrios sm experiencia previa con hepatrtis mfecciosa B, cuando a los 4 - 8 meses
después eran moculados con suero mfectante no calentado. Una dosis de la vacuna protegié por
completo a 4 de 10 mfios y en el resto de la enfermedad se atenué considerablements al grado de
tener que diagnosticarla a través de elevacién en los mveles séncos de ammotransferasas y por la
aparicion del antigeno asociado con la hepatitis B en la sangre

La admmstracién de dos dosis, aplicadas com mervale de 4 o 5 meses pude mmmmizar
totalmente a 4 nrfios que fueron moculados 4 meses después con una dosis de suero mfectante
que produjo elevacion de ammotransferasas en 24 de 25 moculados sin previa wmunizacion y en
presencia de antigeno circulante en los 25 casos

Soulter y cols , en 1972 mformaron de un ensayo de mmumzacién en 7 personas con suere de un
donador “same” del virus de la hepatmis B, el suero calentado a 60°C durante 10 horas fue
myectado por via mtramuscular en dosis de 2 0 mL con mtervalo de 10 dias En wno de los
receptores hubo elevacion de las ammotransferasas sm ictericia o hiperbilurubmenua, en los 7
casos hubo apancién de anbcuerpos antivirus B y en 6 de 7 se encontro el virus circulante en la

sangre
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74 El tratarniento térmuco, no resulté suficiente para mactivar la mfectividad del virus y persistié la
nmunogenicidad La comparacion del contenido del wrus en las preparaciones empleadas por
Krugman y Soulier sefiala que probablemente los receptores del suero calemtado a 60°C
recibieron una dosts 640 veces mayor que la admustrada en el ensayo de Krugman
Los sueros mfectantes calentados no son aceptables para uso general, independientemente de la
infeccion subclinica, quedaria por probar la ausencia de imfectividad para oiros microorganismos,
asi come carencia de efectos indeseables a largo plazo para otras condiciones asociadas con la
hepatitis B como el carcmoma hepatico.
Objetivos de la vacuna
1) Confenr proteccion contra la mfeceién por el virus B de la hepatitis infecciosa sm las
condiciones acompaitantes de Ia enfermedad crdaica o del estado portador.
2} Inmumzar a los grupos em mayor resgo de comtraer la mfecaion: enfermos y personal de
hemodialisis, cirujanos, dentistas, enfermeras, médicos que manejan enfermos de hepatitis,
técmcos de laboratorio, Quimico Farmacéutico Bidlopo, recién nacidos de madres que
contrajeron la enfermedad durante el embarazo, mternos en instrtuciones de salud mental,
drogadictos y probablemente mulitares
Se recomenda especialmente para grupos poblaciones de alto mesgo come trabajadores de
nosocomios, servicios funerales y forenses, personal que trabaja con sangre y bemoderivados,
comactos domésticos con casos positivos, minusvalidos bajo atencion social, personas que viven
en casas comunes u hogares de ancianos y trabajadores de estos centros, pacientes con cuugia
lectiva con tiempo suficiente para la seroconversion, receptores de organos de transplante,
pnsioneros y empleados de pnstones, persomas con nesgo de contagio sexual, promiscuos
homosexuales masculmos, sexoservidoras, pacientes con enfermedades venéreas y adictos a

drogas

K
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} Generar anticuerpos especificos contra el AgsHB sin el desarrollo de AgcHB o [a apancion de
%DNA polmmerasa
Naturaleza y Caracteristicas de la vacuna ®
La smuacion actual de no tener cultivado el wirus de la hepatitis mfecciosa B ha obhgado a
recurrir al plasma de portadores del virus B en su sangre, a la punficacion de elementos no
relacionados o utiles para la mmumzacion y a la mactivacidén del matenal con formel, este
tratamuento es una medida de segundad muy justificada en razdn del pebigro de una infeccion
La vacuma antthepatis B recombmante Herbiobac HB de onigen cubano, contiene una preparacion
de la proteina antigénica de superficte (HBsAg) del virus de la hepatitis B, obtenida a partir del
cultivo de una levadura transformada per la insercién en su genoma del gen que codifica para el
antigeno de superficie viral, mediante procedirmentos de recombinacién del ADN El producto de
este gen es extraido y purificado por una combmacién de meétodos fisicoquimices y bioquimicos.
El antigeno de superficie purificado y obtenudo agregado en forma de particulas de unos 22 nm,
es absorbido finalmente en un gel de hidroxado de alumimio (0 5 mg de aluminto/dosis de 20 pg de

antigeno} y se afiade tumerosal (0 5 mg/dosis de 20 pg de antigeno) como preservativo.

~
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la prueba de mmunogenicidad en ratén para determinar la potencia biologica
requiere de un tiempo de analtsis muy largo, ademas de requerir mstalactones adecuadas para
mantener a los ammales en condiciones controladas Estos ensayos tienen un alio costo y no
permuten obtener los resultados rapidamente por 10 que se buscd un método altemo 11 virro con la
conventencia de obtemer resultados mas rapidos, con menor vanabilidad v costo
correlacionandolo con el método i vive método del que esta establecida la actividad biologica de
la vacuna mediante la cantidad de respuesta inmune en funcién de la cantidad de antigeno del
virus de la hepatitis B y el método in vitro con el que se identifica y cuantifica al antigeno
estimando los pardmetros estadisticos para ensayos bioldgicos mediante una transformacidn de
tipo respuesta cuantal para obtener la potencia relativa de la vacuna en comparacidn con un
patrén estandar de referencia caltficado con ef estandar que adopta la Organizacion Mundial de la
Satud para la determinacion de este tipo de analisis

Este método alterno puede ser adoptade como método intermacional por los diferentes productores
de vacuna empleando sus propios estandares de referencia obteniendo resuhtados mas ripidos
para la liberacion de los lotes de produccion y aprovechar al maxumo el producto en cuanto a su
fecha de caducidad ya que el tempo en que se fabrica la vacuna y se distnbuye en el mercado
constderando el método de mmunogencidad se lleva alrededor de 4 meses minime afectando de

algun mode al mercado pnivado y al sector salud en cuanto a sus programas de vacunacion
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OBJETIVOS

Identificar y cuantificar la presencia del antigeno de superficie dei virus de Ia Hepatitis B en
lz vacuna antthepatitis B de tipo recombinante mediante un ensayo de ELISA, comparado

con el patron estandar de referencia de vacuna antthepatitis B

Seleccionar y aplicar un método de anahsis estadistico en ensayos biologicos para
determumar la potencia biologica de la vacuna antibepatitis B recombinante de origen
Cubano.

Demostrar que el metodo de andlisis 1 vitro cumple con la vahdacién para ensayos de tipo

Biolégico.
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BIPOTESIS

Mediante un analisis inmunoenzimatico iz vitro para la identificacion del antigeno de superficie
del virus de Ja hepatrtis B éste puede cuantificarse en una muestra de vacuna contra la hepatitis B
comparado con un patrén estandar de referencia.

Si esto ocurre al emplear un método de analists estadistico en productos biologicos de tipo
respuesta cuantal, se determina la potencia biologica v los parametres de calidad para cumplr
con la validacion de ensayos biologicos y correlacionar ambos métodos demostrando que pueden

emplearse ambos mdistintamente
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% DISENO DE INVESTIGACIGN

+ Tipo de estudio

De acuerdo con al mvestigacion que se realizo el tipo de estudio fue prospecto de manera
comparativo transversal y expenimertal, refinéndose este 2 que se cuenta con informacion del
estudio 1 vivo que se compard con los ensayos prospectos in wierro, y es de tipo transversal

experimental ya que ia respuesta o las vanables a medirse se determinaron una sola vez

Método in vive (Inmunogemcidad en raton)
+ Poblacion
360 ratones cepa NIH

Equipo de diagnostico Hepanostika anti-HBs Organon Teknika.

+ Criterios de Inclusién
Ratones hembras con 5 semanas de nacidas
Peso 13-17gr

Equipo de diagndstico vigente con fecha minima para usarse de 2 meses antes de su caducidad

+ Criterios de Exclusion

Ratones empleados con anternondad en algun otro experento

Ratones que muneron en el tempo de mmunizacion

Sueros de raton que presentaron Lipondes ya que dan lugar a resultados falsos negativos y
Coagulos con células sanguineas, provocan im aumento de resuttados falsos positrvos
Reactivo con focha menor a 2 meses de caducar

Reactive en mal estado fisico ¢ deteniorados
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4 Variabies Dependientes
La poblacion de ratones ya que dependiendo de su respuesta obtuvimos la seroconversion medida
por 1z cantidad de anticuerpos

El factor de Dilucidn de la vacuna para obtener una curva dosis-respuesta de tipo lineal

# Variables Independientes
Qrigen de la Vacuna antihepatitis B recombinante

Marca comercial del Knt de diagnéstico para el anslisis mmunoenzmatico.

Método in vitro (Antigemcidad)

¢ Poblacion

Equipo de diagnostico para andhisis mmuncenzimatico para la deteccién de antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B en suero o plasma humano AUSZYME MONOCLONAL ABBOTT

LABORATORIES

¢ Criterios de Inclusion
El Knt de duagndstico que conhene anticuerpos monoclonales contra el antigeno de superficie de ta
hepatrtis B y sus controles de tipo humano atenuado

El Kit de diagndstico con fecha de caducidad minimo dos meses antes de su caducidad

¢  Critertos de Exclusion
Reactivo con fecha menor a dos meses de caducar

Reactivo cn mal estado fisico ¢ deternorados
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¢+ Variables Dependientes

Muestras de vacuna tomadas en condiciones adecuadas de almacenamento (2a 8 °C)

El factor de Diluciin de la vacuna

+ Variables Independientes

Vacuna antthepatis B patron de referencia Lote 04-0296.

Vacuna antihepatitis B recombinacte lotes de produceién 807321, 910102, 010103, 810175 y
807316

Marca comercial del Kt de diagndstico para anihisis mmuncenzimatico

i3
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.Matertales, Equipo y Reactives

+ Micropipetas transferpett de 25 a 1000 uL

e Puntas para micropipeta transferpett de 25 a 1000 uL

s Tmas en forma de V desechables de 50 mL

» Estufa incubadora Comander a 37 °C

« Diluente Seroalbumuna bovina al 1 % en solucion amortiguadora de fesfato salinopH =72 a
7 3 (reactivo J.T. Baker y Merck)

= Sistema de lavado Automanco ABBOTT LABORATORIES QUIK WASH

» Espectrofotémetro de placas ELISA START TXD ORGANON TEKNIKA

o Espectrofotémetro QUANTUM 1 ABOTT LABORATORIES

¢ Tubos Eppendorf capacidad 1 522 0 mL

e Cloruro de sodio J T Baker Q.P

+ Clorwo de potasio J T Baker QP

» Fosfato desodio J T BakerQ P

» Fosfato dibasico de potasio 1. T Baker Q P

s Agpua desmneraiizada

» Balanza analitica Sauter capacidad 2100g

» Equipo para ELISA (AUSZYME MONOCLONAL) ABBOTT LABORATORIES Catalogo
1980

s Gel de hidrésado de Alumimo Onigen Cubano

» Equipo para ELISA Hepanostika anti - Hbs de ORGANON TEKNIKA Catalogo 82145

e Centnfuga HETTICH UNIVERSAL 16 R capacidad 15000 rp m

e Jeringas desechables de 1 O mb

31
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METODO °

En la rezhzacion del disefic de validacion como en la técmca alternativa para la prusba de
potencia m vitro de la vacuna antthepatris B recombmmante se evaluaron los siguremtss
parametros

Exactrud

Lmealidad

Precision (Reproductbilidad v Repet:bilidad)

Para evaluar la precision se tomaron en cuenta los parametros de Reproducibibdad (precisiémn
mter - ensayo) y Repetibilidad (precision mira - ensayo), fueron evaluadas tres diluciones de una
curva de concentraciones conocidas (aita /media /baja) por tripbcado cada una en dos diferentes
ensayos por dos analistas diferentes dias, preparaciones independientes por analista.

Se preparo tres diluciones de concentracidn final de vacuna antshepatitis B recombmante a 2.5
ng/mL, 75 ng/mL y 12.5 ng/mL De la manera sigmente

De la suspension homogénea de vacuna se tomd 50 pl y se adicionaron 950 uL de diluente
sercalbumma bovina al 1% en solucion amortiguadora de fosfato salwo pH=7 2 en un tubo
Eppendorf se homogeneizo manualmente, se tomo de este un volumen de 100 pl. y se colocd en
un tubo Eppendorf, postenormente se adiciono 900 pL de diluente de sercalbumuna bovina al 1%
en solucion amortiguadora de fosfato salno a pH=7 2

A partir de esta Dilucidn se prepard las siguientes concentraciones

Volumen + Diluente Concentracion final
25uL 975ul. 2 5 ng/mL
75ul Q251 7 5 ng/ml

125uL §75ul 12 5 nymL
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Se utilizd el Kit de ensayo Auszyme Monoclonal para efectuar ¢l ensayo de ELISA conforme a
las especificaciones del proveedor, se emplearon controles posmivos y negativos del Kit,
aplicando primeramente en la placa tres muestras de control negativo, dos del control pesttivo y
segwdamente cada una de las diluciones anteriores por tmphcado.

Al final del ensayo se determinaron las absorbancias de cada una de las muestras a una longrtud
de onda de 492 nm

La exactitud es un parametro que no es postble medir en algunos bicensayos” ' a causa de la
actividad de la muestra y la gran varabilidad del mismo, por lo que se evalué la especificidad v
para evaluar la exactitud se empleo como referencia el matenal estandar cuya potencia brologica
es conocida y refenda a um patrén primano adeptado por la Organizacién Mundial de la Salud,
se evaluaron tres diluciones a diferentes concentraciones del estdndar en un pusmo ensayo
evaluando 10 veces cada concentracion

Las diluciones fueron 2 5 ng/mb, 7 5 ng/mlL y 12 5 ng/mL. preparadas de la sigmiente manera’
Del frasco de estandar de vacuna antithepatitis B de referencia se homogeneizo manualmente y se
tomo una alicuota de 50pl., se paso a un tubo Eppendorf y se adiciond 950pL de diluente de
seroalbimma bovma al 1% en solucion amottiguadora de fosfato salmo a pH=72, se
homogene1zo manualmente y se tomaron 100 pL de este para pasar a otro tubo Eppendorf al que
se adiciono 900 pL de diluente de seroalbumma bovina al 1% en solucién amortiguadora de

fosfato salmo a pH=7 2 A partir de esta solucién se prepararon [as siguientes

Volumen + Diluente = Concentracion final
25pL 975ul 25 ng/mL
T5uL 925uL T35 ng/mL

1251, 875uL 12 5 ng/mL

Rt
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Se empleo el Knt de ensayo Auszyme Monoclonal para correr el ensayo de ELISA conforme a las
indicaciones del wmstructivo, se considero los controles positivos y negativos del mismo Kit, se
aplicd primeramente en la placa tres muestras de control negativo, dos del control positivo,
seguidaments por cada una de las diluciones anteriores por triplicado

Al final del ensayo se determmaron las absorbancias de cada una de las muestras a una loagitud
de onda de 492 nm.

Tratandose de un analisis de bioensayo, se requiere de una transformacién bien defimda y el
parimetro evaluado debera estar dentro de un intervalo determimnado.™

Se establecieron las condiciones del ensayo vy se estimé la potencia bioldgica de la preparacién
estandar de referencia en un mismo ensayo tres preparaciones independientes, estas preparaciones
consistieron en realizar una curva de cmco diluciones a diferentes concentraciones

De la muestra de vacuna se tomaron 50pL y se depositaron a un tubo Eppendorf, se adiciond
950uL. de diluente seroalbumina bovina al 1% en solucién amortignadora de fosfato salino a
PH=7 2, se homogeneizo manualmente, se tomé 100pL y se pasd a otro tubo Eppendorf, se
adiciond 900ul. de difuente sercalbumma bovina al 1% en solucién amorbiguadora de fosfato

salino a pH=7 2 v a partir de 25ta solucion se prepararon las sigulentes.

Volumen + Diluente = Concentracién final
25uL 975uL 25 pg/ml.
50pL 950uL 5 0 ng/mL
75uL 9250l 7.5 ng/mL
HO0RL 900rL 10 O ng/mL

125uL 875uL 2 5 ng/ml.

st
vo-l
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- Se empled el Kt de ensayo Awszyme Monoclonal para correr ef ensayo de ELISA conforme a ias
ndicaciones del instructivo, se considerd los controles posttivos y negativos del mismo Krt,
Aplicando primeramente en la placa tres muestras de control negativo, dos del coutrol positive ¥

seguidamente por cada una de las diluciones antenores por triplicado

Al fina] del ensayo se determino las absorbancies de cada muestra y cornda a una longitud de

onda de 452 nm

DISENOQ ESTADISTICO ™"

La utuiacién de sustancias biologicas debe realizarse mediante un ensavo de lineas paralelas.

Cuando se aplica este tipo de ensayo, €l titulo de la muestra se obtiene comparando las curvas

dosis-respuesta del patron y de la muestra.

Para ello es necesano ensayar vanas dilucicnes tanto del patrén que se emplea como de la

sustancia que sé esta trtulando, y se aplican al sujeto en examen (amimales, células, etc ) La

respuesta obtemda en los swietos ¢ liberaliza en funcién del logantmo de las dosis y los pumtos
obteudos se ajustan a dos lineas paralelas. La actividad bioldgica relativa se calcula, entonces,
como el antilogartmo de Ia distancia  horizontal entre las dos rectas Los ensayos de lineas
paralelas pueden dar funciones dosis contra respuesta de distinta forma que hay que linealzar, el
programa ParLmn " tiene coatro opciones de lineabizacton que son. ninguna, logaritmo natural,
logit y probit El méodo empleado es general y no presenta mrtaciones respecto al use de
diferente numero de dosis en el patron v la muestra © distinto mimero de replicas en cada una de
las dos1s Una premisa mdispensable para este tipo de calculos es que el patrén v la muestra se
comporten como st uno fuese una dilucion del otro, es decir, que la fimcion dosis vs respuesta de
uno pueda ser considerada como una magnificacién del otro S1 esto no ocurre, la titulacidn
pierde sentido, pues el titulo dependeria de la diluciéon evaluada y seria uno distinto para cada

dilucion lo que no puede ser ya que la evaluacton de la muestra es relativa a la muestra de

referencia R
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El cumplinuento de esta premisa se evahiia en cada ensayo mediante una prueba de paraiehismo.

El caleulo constiste en ajustar las funciones de logantmo base 10 de dosis vs transformacida de la

respuesta a dos rectas paralelas, donde la transformacion de la respuesta se realiza pama

linealizar la funcion dosis vs respuesta

El algortme * empleado para los calculos es el siguients

2

Calcular el logartmo de las dosts involucradas en el anahsis
Calcular el promedio y Ia varianza de las respuestas de Ia rephca de cada dosis
Efectuar la transformacién seleccionada para linelizar la funcion dosts contra respuesta a los

promedios de cada una de las dosis.

. Realizar una regresion lineal de los valores transformados en funcion de los logaritmos de las

dosts, ajustando los valores a dos rectas de igual pendiente.

Calcular los valores esperados de la transformacién empleada para cada una de las dosis del
patron y de la muestra, a partir de las rectas de regresion.

Para cada uno de los valores esperados obtemidos en el punto antenter, calcular el coeficiente
de peso de 1a transformacion (w)

Calcular los valores de trabajo de la transformacidn

Realizar una regresion sopesada de los valores de trabajo de la transformacion en funcién de
Yos logaritmos de las dosis. Como coeficiente peso se emplea (n niimero de réplicas)

Realizar un ANADEVA para conocer la sigmificacion de los siguientes pararnetros

Duferencia entre preparaciones.

Lnealidad

Paralelismo

Regresion
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» Drferencia de respuesta entre dosis

9 Elcalculo de la potencia se realiza segiin la formula. Pot = Exp(M)

10 Se calculan los limites de intervalo de confianza empleando el teorema de Fieller

Limite supentor = Exp(Ms) y Limite Infenor = Exp(Ma)

MrMs = Xp - Xm + [ (M- Xp - Xm) + 1b{ (1. g) 1 0+ (MXpXmp VW
ZNWp INWm  E(Xp- Xp)2+T(Xm-Xm)2
/-g)
|2
o=

b:[ £ (Xp-Xpr + Z (Xm - Xm).]

Donde.
t = es el valor de la desviacidn de Student para el nivel de sigmificacién escogido
2 = Grado de hibertad
w = Coeficiente de peso
n = Nuamero de replicas
M = Logartmo de la Potencia relativa
X, = Logarttmo dosis del estandar
Xw = Logartmo dosis de fa muestra

m = Muestra

p = Problema
M, M; = Limites del mtervalo de confianza

b = Pendiente de la recta
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Fig. No. 2 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA EMPLEADA PARA EL

ANALISIS IN VIVO!*+16
5 diluciones a diferentes 5 diluciones a diferentes
concentraciones de vacuna concentractones de vacuna
antthepatitis B recombinante en antthepatitis B referencia
solucion amortiguadora de estandar en sol. amortignadora
fosfatos pH=6 8 y gel de de fosfatos pH=6 8 y gel de
hadidxide de aluminio hidrdxido de alumnio 0.5
0 Smg/mL. mg/mL.

Inocule 1 0 mL de cada una de las
dituciones de vacuna de referencia
¥ vacuna en estucio a grupos de 10 |
ratones y un grupo control con
sole solucidn amortiguadora de
fosfatos pH=6 8§ ¥ gel de hidroxido
de atuminio 0 3 mg /mL.

Sacnficar a los ratoncs entre fos
28 y 32 dias, desangrandolos por
decapitacion para obtener mayor
rendimicnto de sangre de cada
uno.

4

Obtener ¢f suero de cada ratdn y
someter 2 analisis de ELISA para
deteceidn de anticuerpos contra ¢l
antigeno de hepatitis B

¥

Obtencion de resultados. clectuar
catcuios mediante analisis Probit
Programa de calculo version 10
1994 (C1GB)
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Fig . No. 3 PIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA EMPLEADA PARA EL

ANALISIS IN VITRO %
Prepare 5 difuciones a Prepare 5 diluciones a
diferentes concentraciones de diferentes concentraciones
vacuna antihepatins B de vacuna estindar de
recombinante en referencta antthepatitis B en
seroalbimina al 1% en solucién amorttguadora de
solucion amortiguadora de fosfatos salino pH = 7 2
fosfatos salino pH = 7.2

Someter a analisis de ELISA
cada una de las dilucioncs para
dentificacién de antigeno de
supcrficic del varus de hepatitis B
y cuantificar la presencia del
mzsme obteniendo 1a medicidn
ot abserbancia de cada dilucion

r

Obtencidn de resubtados. efectuar
cileulos mediante analisis de
respucsta gradual Programa de
calculo Parlin version 1 0 1997
Potencia de Vacuna Antihepatitis
B vatro
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RESULTADOS

PRECISION DEL SISTEMA (Reproducibilidad v Repetibilidad)

Concentracion 2 5 ng/mL lote 807321

Cornida Anahsta 1 Analista 2
@382 0486
I 0483 0.404
0493 0 386
0362 0366
2 0450 0485
0457 0482

Tabla No.2 ResuHados en absorvancia de las mediciones sucesivas por cada analista en diferentes corridas,

observando la dispersion de los resultados a una concentracion determinada de vacuna para evaivar la

vanabiidad conforme a un analisis de vananza

Concentracion 7 5 ng/mL lote 307321

Cornda Analista 1 Anahsta 2
0730 0 765
1 0773 0793
0798 0786
2 0 666 0787
0.694 0798
0694 0810
Tabla No. 3 Resultados en absorvancit de las mediciones sucesivas por cada alinle e diferentes cormdas,

Observando la dispercion de los resultados @ ung concentravion determinnds Jde vacuna pars evaluar le vanabuidid

¢omtorme a un anahas de vanansa
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Concentracion 12 5 ng/mL lote 807321

Cemnda Anahsta | Anahista 2
0.992 0938
1 0975 0941
0978 0986
0935 G941
2 0982 0593
0.978 1212

Tabla No. 4 Resultados en absorvancias de las medciones por cada anahista en diferentes corridas, observando la

dispersion de 105 resultados a una concentracién determinada de vacuna para evaluar la vanabihdad conforme a un

analisis de vananza

Para estimar la vanabilidad se utilizo un analisis de vananza, el modelo que representa la

relacion entre Ja variable de respuesta y los factores es

Yik = U+ Aj + Cj0) + Ek(j)

Donde Yyk = vanable de respuesta

U = Media poblacional de la vanable de respuesta
Aj = Efecto del analista en la vanable de respuesta
Gy = Efecto de la cornda en la vanable de respuesta

H

Ek(n)

Error del método
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ANADEVA
Fuente de varizadn | Grades de libertad | Suma de cuadrados | Media de cusdrades Feale. Ftabs
A1 gla=a-1 Sca=EYi2iar -Y2'acr | MCA=8Ca’gla Fa=MCAMCc Felagle
Crtn) glo=a{c-1} SCe=EXYy2 r - MCe=5Ceglc Fe=MCeMCe Fele ple
yler
Ek(x) SCe-TESY k2 - | MCe=SCegle
IZYipr

Tabla No. 5 Modelo estadistico del anahsis de vananza

Critenio de decision

S Feal analista < Ftabs el método es reproducible por los analistas, Fealc cornda < Ftabs el
método es reproducible en distintos dias por un mismo analista.

Sustituyendo los resuitados en absorvancias de cada una de las concentraciones de vacuna de

acuerdo al modelo antes mencionado tenemos.,

Fuaie de vanaacn Feale Fabs Feaic Fabs Faale Pabs
25ngml 2.5ngmL 7 Sagml 7 S ng/ml. 12 5ngml 12 5ngml
Au 230 g5 35 1851 090 3851

Efecto del analita

C)() 006 6 06 50 604 064 605

Electo de 1a comda

Tabla No. 6 S¢ observa que em cada una de las diferentes concentraciones de vacunz F calculada es siempre menor

ala F de tablas tanto en el efecto del analista come en diferente comda por lo gee el metodo ¢s reproducible por

tos analistas v por un mMisme analista en diferente cornda

g
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REGRESION Y CORRELACION LINEAL

Se determino la potencia del patrdn estandar de referencia efectuando tres ensayos diferentes en

rephicas de tres cada dilucion, estimando el valor de la potencia v los limrtes de confianza de

acuerdo al programa ParLin 7
Tipe de transformacién- Log Nat
Nivel de sigruficacion, 0.05

Pendiente Comin 0275

Lote estindar de Ensayo Potencia relativa Limite Superior Limite Inferior
vacuna De Confianza al 95% | De Confianza al 95%
04-0296 I 0.866 2163 0319
04-0296 I 0 883 2201 0330
04-0296 111 0893 2270 0329

Tabla No. 7 Los resultados de potencia y Linute supenor de contianza se encuentran dentro del mtervalo

deteriminade conforme a especificaciones y ademas se muestra ka especificidad del bioensayo va que en los tres

ensayes 1os resultados no mucstran una variacion sigmficativa empleando una transformacion Par-lin bien

defimda

lo
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EXACTITUD

standar de vacna | Absorbancia Estindar de vacuna | Absorbanca Estindar & vauma | Absorbancia
2.5ngmL 7.5 ngml 12.5 ngml.

1 0 599 I 0.707 1 0913
2 0590 2 0.705 2 0.908
3 0 547 3 0.706 3 0908
4 0594 4 0.706 4 0.910
5 G593 5 0.706 5 0914
6 0598 6 0.706 6 0914
7 0.582 7 0 705 7 0906
3 0.590 g 0705 S 0915
g 0.598 9 0.706 9 0914
10 0593 10 0710 10 0913

Tabla No. 8 Resultados en ebsorvancia de tres diferentes concentraciones de vacuna estandar en replica de 10 cada
una observande la dispersion entre ellas para establecer la desviacion estandar v <1 coeficiente de vanacién, el cual

nocsmayora 3 0 vladesviacion es menor a2 10

n = )0 réplica n=10 n=10
o=00153 o =00052 G =00032

cv =26 cv =0736 cv =0351
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ESPECIFICIDAD
Se determmo la absorvanca del dituente y el placebo (Formulacion de la vacuna sm Antigeno) y

controles del ensayo

Control Absorbancia

Control - 0014
Control - Q007
Controi - 0007
Contzol + 1825
Control + 1.600
Valor de corte 0.035
Dnlueste 1 0010
Dnluente 2 0olo
Dibuente 3 0017
Duluente 4 0012
Placebo 1 0012
Placebo 2 0013
Placebo 3 0ol8
Placebo 4 0028
Placebo 5 0014

Promedso de las absorvanaas del diluente ; 0oLz

Promeccho de las abnorvancus det placebo E 0017

Tabla No 9 No exivie respuesta en o ensave tanto por el diluente como per ¢l placebo va que las abservancias para
winbos Ly son nenores af valor de corte del sistana FLISA (Reacaion de respueata positivg peneradu por los

vortroles del equipo de hagnoshco ) LR
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COMPARACION DE LOS DOS METODOS VALIDADOS IN VIVO E IN VITRO

VARIANZA COMBINADA DE LAS DOS DETERMINACIONES.®!

LOTES DE METODO IN YTERO METODO IN VIVO GRADOS DE VARIANZA
LIMVITES DE CONFIANZA | LIMITES DE ONFIANZA LIBERTAD ¢ L COMBINADA
s La LS 15 Lals

901102 336 1211 (1387 0327 4 7709 0781 0025 x

90103 2864 1052 1668 0511 4 7.709 0.292 0009

810175 1795 0585 |1083 0079 4 7.709 0256 0 007

207316 2161 0770 |1675 0515 4 7.709 0 065 0002

807321 2782 1023 |2770 1.018 4 7709 0 000 0 000
VARIANZA COMBINADA 0 0086
DESVIACION ESTANDAR 0.0927
COEF. DE VARIACION GEOMETRICA  92%

Tabla No, 10 Resultados de 1z vananza combinada de los métodos i vivo e m vitra ¢n 5 lotes de vacuna evaluados
en ¢! gue ¢l coehaente de vanscion geometnica se encuentra por debajo de 20% demostrandose que no exaste una
200

duferencia sigruficativa en los valores de acuerdo a la prueba de consistendia mutua descrita en Ja USP 23 para

este tipo de ensavos independientes

DIFERENCIACION DEL ENSAYOQ BIOLOGICO DEL METODO IN VIVO E IN VITRO

ASPECTO N VIVE INVITRO

RESPUESTA PNWUNOGENICIDAD ANTIENICIDAD

VARIABILIDAD MAYOR DE 30% MENOS VARIACION

COMO INSTALACION, RECURSOS Y PERSONAL POCO PERSONAL, QO MNECESITA

INSTALACIONES, MENOS COSTO

TIEMPO SEMANAS O MESFS HORAS ODIAS

Tabla No.11 Cuadro comparative aspectos relevantes cotre ¢l metodo wn vive ¢ o virro
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2
Espectficaciones ™%

n vitro

Limite superior de confianza al 95 % debe ser 1gual o mayora 10

Intervalo de confianza en un 95 % ( 80 a 125 %)

Potencia relativa (0.890 a2 2 38)

1 VIivo

Limite superior de confianza al 95 % debe ser igual o mayora 10

Intervalo de confianza en un 95 % (30 a 300 %)

Potencia relativa en el limite superior debe ser igual o mayora 10
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2 DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los prncpales objetivos de la vacuna es [a actividad biolégica para inducir
especificamente anticuerpos protectores en el humano por lo que debe cumphr con los
requerimientos de Innimogenicidad y seguridad **

Al saberse en la actualidad existen dos tipos de vacunas contra la Hepatitis B © una es dertvada
de plasma humano de portadores y consiste de una suspensidn de particulas HBsAg inactivas y
adsorbidas a ludrdxido de alurmnio. El otro t1po esta constitmdo por HBsAg obtenido en levadura
que se ha recombinado con el gene correspondiente

Ya que tanto Ia vacuna recombinante como la elaborada con plasma humano tienen algimas
diferencias bioquimicas, fue importante comparar Ja propiedad de estas vacunas para induarr la
produccidn de anticuerpos Ambas vacunas inducen anticuerpos que henen una cinéhca similar,
su 1s8topo es semejante, se combinan con el antigeno vacunal {derivado del plasma o el obtenido
en levaduras}, existen estudios de proteccion ea humanos y chimpancés contra el desafio con el
virus de la hepatiis B. Por todos estos criterios, se conchiye que las dos vacunas son
inmunolégicamente comparables,

Asi musmo solo en necesano [a determinacién de un método para evaluar su potencia bioldmca

Al evaluarse su Inmunogenicidad por un emsayo 1 vive fue determunante, sin embargo, se
establecid un metodo alterno 1 viire con el que fue posible identificar y cuantificar el antigeno de
superficie del virus de la hepatiis B en muestra de vacuna antthepatitis B recombinante  al
conocer de antemano la proteccion en el humano, solo fue necesano validar y correlacronarlo al
método de Inmuncgemicidad para asegurar que la cantidad de dosis detectada en la muestra de
vacuna evocard una respuesta inmune dando la proteccion al humano

El analists de la validacién nos leva a emplear andlisis estadisticn de resuitados para ensayos de

tipo biclogico

51
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LN
El disedio de la validacion fue evaluar primeramente la titulacion del antigeno de superficie del

vitus de ia hepatris B mediante un ensayo de lineas paralelas ya que para hacer aparente el efecto
de Dilucién fue necesario transformar la relacitn dosisefecto a una relacion lineal, y
seguidamente los parametros de exactitud, linealidad, especificidad y precisién.

Los resultados obtenidos en el analisis de regresibn v correlacién lineal af estimar 1a potencia de
tres ensayos de la vacuna empleando el programa Par-Lm observamos las curvas dosis respuesta
en donde la dosis y la respuesta son representadas por una linea recta, en el mtervalo de dosis
ensayadas y que la linea recta es paralela a la del estandar ya que se cumple en los ensayos con el
paralelismo, por tanto, la asociacion es de tipo lineal, y para evaluar si el ensayo satisface las
condictones del modelo estadistico se efectué el analisis de vananza y los critenos resultantes
indican que no hay desviaciones del efecto lineal del log de [a dosis sobre la respuesta, asi como
el efecto en las preparaciones no existe una diferencia y que el méodo es reproducible por los
analistas en diferente dia por un mismo analista

Al evaluar la exactitud del ensayo como es un parametro que no es posible medirse en algunos
bioensayos a causa de la actividad de la muestra y por la gran vanabilidad del musmo el
parametso en este caso fue la precisidn evaluando la repetibihdad, se evalud tres diluciones del
estandar de referencia a diferentes concentraciones en un mismo ensayo con rephica de 10 veces
cada una con la finahdad de medir de forma paralela en el mismo ensayo la muestra estandar de
referencia, con lo que podemos observar que en el mismo ensayo a diferentes concentraciones la
desviacion estandar en menor a uno y los coeficientes de variacion estan por de bajo de 3 0 por
lo que la exactrtud de medicion de una muestra por este método es factible para determuoar ia

cantidad adsctonada ¢ recuperada



MARIA DEL ROCIO TORREELANCA B
VIRGINIA PATRICIA MENDEZ SOSA.

% En latablza No. 9 de especificidad del ensayo se presentan los valores obtenidos de absorbanctas,
considerande como criterio de no wterferencaz que los valores de absorbancia se encuentren por
debajo de los valores obtenidos en los controles megativos v positivos del Kit de diagnéstico
considerados como valor de corte observando que en todos las muestras de diluente y placebo
fas respuestas se encuentran por debajo del valor de corte, lo que muestra que €l ensayo es
espectfica por no tener la intecferencia de la muestra en andlisis con los reactivos del sistema de
anahsis
Una vez evaluados los parametros antes indicados determunamos que es posible estimar la
potencia relativa de la vacuna por los dos métodos, el sistema iz vivo se mide en funcion de 1a la
cantidad de respuesta de antigeno comparado con un estandar de referencia el cual debe cumplir
dentro de un imtervalo de concentracion para asegurar que la misma ndezea un arespuesta
mmune, se comparo evaluando la vanabilidad mtraensayo en 5 lotes por los dos métodos en
ensayos mndepenchentes, al apalizar la correspondencia de los valores obtemidos mediante la
aplicacion del estudio de consistencia martua se estimé la vananza y el coeficiente de variacién
geondtneo de los gue podemos establecer que no bay discrepancia entre los valores de potencia
obtenido por el método i vivo con el de 1 virro con una vanabilidad por debajo de 1a establecida
732 bara este tipo de andlisis mmunoenzimaticos (vanabildad de hasta un 20 %)

El disefio del analisis ® v los resultados nos establece resultados validos que dan el soporte de

aceptacida al metodo i vitro como téemca alternativa a la prueba de potencia de la vacuna

artihepatrtis B recombinante mediante detenmunacion de la cantidad de antigeno de superficie del

vitus de la hepatitis B en una muestra de vacuna contra 1a hepatitis B

3



MARIA DEL ROCIO TORREBLANCA B
VIRGINIA PATRICTA MENDEZ 8O8A

CONCLUSIONES

La validez en ambos métodos para la deternunacion de la potencia biologica de la vacuna
antihepatitis B se cumple, al emplear ¢l método i virre se identifica v cuantifica al antigeno en
comparacton a una estandar de referencia corriendo bajo el nusmo ensayo cumpliendose la
linealidad y el paralelismo, determinando la potencia de la vacuna al emplear el método
estadistico Par-lin obteniendo los limmes del mtervalo de confianza con una varabibdad
comprendida entre el 80 2 125 %.

En el ensayo de precision del sistema bajo las condiciones establecidas el método es reproducible
por los analistas en duferentes comndas por o mismo analista, asi como la repetibihdad del
ensayo tiene un coeficiente de vanacion menor del 3 %.

Los componentes quimicos y biologicos que pueden estar en la muestra no interfieren con el
sistema de analisis, ya que las densidades opticas son mucho menores al valor de corte del
sistema de anahsis de ELISA no alterando Ia respuesta por los componentes permutiendo
cuantificar al antigeno.

Se cumple con los parametros de validacién para este tipo de métodos bioldgicos, por lo que el
emplec del método 17 witro es confiable y reproducible en comparacion con el ensayo de
Inmunogenicidad en ratones en los cuales esta determmada una concentracidn de antigeno capaz
de producir los anticuerpos necesanos para dar proteccion al humano contra el virus de ka
hepatitis B y e} método de antigenicidad nos permite conocer dicha conceniracién de antigeno en
una muestra climea o en la vacuna contra la hepatitis obtemendo resultades rapidamente con
beneficio en un diagnostico clinico, como a los productores de vacuna con la finahdad de liberar

la vacuna para sumimistro al sector privado como al sector salud



MARIA DEL ROCIQ TORREBLANCA B
VIRG LA PATRICIA MENDEZ SOSA.

RECOMENDACIONES

1. Una de las recomendaciones es que al evaluar la potencia de la vacuna sea mediants el uso de
vacuna estandar de referencia conforme a las caracteristicas de la muestra en estudio y que la
misma hava sido evaluada con el estindar imternacional adoptadoe por la Orgamzacion Mundial
de la Sajud ™

2 El empleo de los sistemas de diagndstico debe ser especifico para la muestra y el ensayo
nsmo, st aiternar diferentes marcas ya que se nene diferemte vanabilidad vy serz necesario
evaluar la especificidad del mismo

3. Es conveniente conocer el tipo de células empleado en la produccion de la vacuna para
determmar [a compatibihdad con el Kit de diagnéstico.”

4 Debe conocerse el nombre y cantidad del adyuvante para determmmar en el estudio que no exsta
interferencia ¢ miubicion

5 Al anahzarse la vacuna debe proceder con las condiciontes de almacenamiento que establezca
el productor *

6 Puede establecerse otra curva de concentracion de estindar y muestra siempre que se cumpla

con la linealidad y el paralelismo en ¢l ensayo asi como con las especificaciones de la vacuna.
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ABREVIATURAS

ANADEVA = Andhsis de varianza
A{j) = Efecto del anahsta en la variable de respuesta
att = Siuo de unidn
ARN = Acado nbonucleico
BCG = Bacilo Calmette-Guenn {(para inmunizacién tuberculosa)
b = Pendientc de la recta
CIGB = Centro de Ingemiena Genética v Biotecnologia
Ci(5) = Efecto de 1a cormnda en la varable de respuesta
DEg, = Dosis efectiva que produce un 50 % de respuesta en las umdades de prucha
DNA = Acdo desoxirmibonucleico
Ek(ij) = Emor de} método
ELISA = Ensayo inmunosorbente vinculado con enzimas
Feal = Media de cuadrados calculada para cada fuente de vanacion
Ftab = Moecha de conadrados de tablas para cada fuente de variacion
g = Grados de libertad
H;0: = Perdxado de Hidrogeno
HhsAg = Antigeno de superficie del virus de la hepatius B
HLA = Linfocitos
IeM, IzgAs = Inmunogicbubna M, Inmunoglobulinas
K, %K = Dosis efectiva de respuesta, porcentaje de respuesta
M = Logantmo de 1a potencia relativa
MPA = Matena pnma activa
m = Muestra
Mas, Mi = Limutes del intervalo de confianza superior e infenor
NIH = Cepa de origen de los ratones (Institato Nacional de Sajud )
= Nimnero de rephcas
OMS = Organizacion Mundial de la Salud
OPD = Onofcrulenciamina
= Problema
PO, = Potencial redox
RNA = Aado ribonucleico
RIA = Analisis de racioinmunoensayo
= Valor de la desviaci6n de Student
= Mexha poblacional
= Coeficicntc de peso
= Logantmo dosts del cstandar
Xm = Logantmo dosis de la mucstra
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