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Estudio de estabilidad del sistema ELISA DAVIH AgP24
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RESUMEN

OsgueTivo: para extender el tiempo de vida util del sistema ELISA DAVIH-AgP24, se realiz6 una prueba de estabilidad en anaquel.
MeTopos: el estudio se realiz durante 12 meses, con 3 lotes consecutivos del diagnosticador. El protocolo a seguir fue ensayar la
curva de calibracion del control positivo, segin las instrucciones de uso del sistema. Se controlaron los requisitos de calidad de
cada uno de los reactivos de acuerdo con sus especificaciones. Se estudio la normalidad de los valores obtenidos en cada uno de los
puntos de la curva en los meses estudiados y la homogeneidad de las medias y las varianzas utilizando como criterios de aceptacion
las décimas de Grubbs y de Cochran, respectivamente. Para la precision del ensayo, se realizé un analisis de cada uno de los puntos
de la curva en los meses 1, 4, 7 y 9, mediante la utilizacion de cartas de control (graficas de Levy-Jennings), estableciendo como
limites + 2 desviaciones estandar. ResuLTApos: los requisitos de calidad de cada componente cumplieron con las especificaciones
hasta el noveno mes, a partir del cual se apreciaron cambios en las caracteristicas organolépticas del cromdgeno tetrametilbencidina
y un deterioro en las caracteristicas funcionales del sistema, por causa del tampén sustrato; en el resto de los componentes no se
observaron cambios. Los valores obtenidos fueron aceptados como normales hasta el noveno mes. Los valores estadisticos de
Grubbs y de Cochran observados para los 6 puntos de la curva durante los 9 meses analizados fueron menores que los valores
criticos tabulados para a= 5 %, por lo que se concluyé que existe homogeneidad entre medias y varianzas. En los graficos de
Levey-Jennings los valores se mantuvieron dentro de los limites establecidos. ConcrLusiones: estos resultados permitieron extender

el periodo de validez del sistema hasta 6 meses, con 50 % de cobertura.
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INTRODUCCION

La estabilidad de los diagnosticadores se debe
considerar desde 2 puntos de vista; primero el
establecimiento del periodo de tiempo en el cual
cada componente cumpliréd con las especificacio-
nes quimicas, fisicas y bioldgicas dentro del en-
vase en el cual se comercializa, y segundo, el
programa permanente a través del cual el fabri-
cante monitorea o controla la estabilidad del pro-
ducto en la etapa poscomercializacion.! La
estabilidad es establecida en la etapa de investi-
gacion, antes de la comercializacién y durante la

produccidn se mantiene el programa de control de
la estabilidad.? El estudio de estabilidad es un paso
indispensable en el proceso del disefio de los
diagnosticadores, porque permite definir el perio-
do de validez, como requisito esencial para la
comercializacion de estos productos, incluido un
margen de seguridad adecuado.®

Los estudios de estabilidad que se realizan en
la etapa de normalizacién de un diagnosticador
posibilitan establecer un periodo de validez para el
producto. En estos estudios se comprueban las
especificaciones de calidad: propiedades
organolépticas, las caracteristicas fisico-quimicas,
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bioldgicas y microbioldgicas de todos los compo-
nentes que conforman el estuche, asi como su esta-
bilidad en el envase primario en las condiciones de
almacenamiento establecidas por el productor.*®

En el proceso de registro del diagnosticador,
los resultados del estudio de estabilidad de los
componentes del sistema diagndstico permiten
solicitar un periodo de validez provisional, durante
el cual puede ser utilizado el diagnosticador con
absoluta seguridad y eficacia. En la etapa de
posregistro se realizan estudios de estabilidad de
vida de estante cuando:

- Se pretende confirmar o ampliar (o ambos) el
periodo de validez inicial para establecer un
periodo de validez definitivo para el producto.

- Serealizan cambios mayores en la formulacion
de algunos de los componentes o de las condi-
ciones de envase.®

El diagnosticador DAVIH-AgP24, producido
por Laboratorios DAVIH, es un sistema inmuno-
enzimatico de tipo sandwich que utiliza anticuerpos
monoclonales de origen murino contra la P24 como
sistema de captura, y anticuerpos policlonales
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especificos contra la proteina 24 del VVIH-1 conju-
gado con peroxidasa para la deteccion.

Para el revelado de la reaccion se utiliza como
cromdgeno la tetrametilbencidinay la placa se lee
a una longitud de onda de 450 nm en un lector de
ELISA (LABSYSTEM). Comprende un rango de
deteccidn entre 514-16 pg/mL de proteina 24 (p24).
Este sistema se emplea para la deteccion de la
proteina 24 en suero, plasma o sobrenadante de
cultivo, de ahi su uso en el monitoreo y seguimien-
to de la terapia antirretroviral en pacientes infec-
tados por VIH-SIDA y en el diagnostico perinatal
de nifios nacidos de madres seropositivas.’

Con el objetivo de extender el tiempo de vida
atil del diagnosticador DAVIH-AgP24 se realizo
un estudio de estabilidad en anaquel en tiempo real
durante 12 meses.

METODOS
Diagnosticador

Se empled el sistema ELISA DAVIH-Ag
P24 (Laboratorios DAVIH, La Habana, Cuba),
conformado por 10 componentes, los cuales se
enuncian en la tabla 1.

TABLA 1. Componentes y especificaciones de calidad del sistema DAVIH-AgP24

Caracteristicas fisicas
Caracteristicas organolépticas

Caracteristicas quimicas

(inspeccion visual) Método
Componentes Presentacion Transparencia Requisito de ensayo
R1- Microplaca de 96 pozos  Microplaca de 6 tiras  Incoloro Si No procede No procede
sensibilizados de 16 pocillos
R2- Solucién de lavado 25X  Liquido Ligeramente amarillo Si 72a74 Medicion del pH
R3- Tampon de ruptura Liquido Incoloro Si No procede No procede
R4- Control Positivo Masa seca y porosa Blanco o ligeramente No Mayor o igual DAVIH-AgP24
en forma de polvo o amarillo que 1,000
pastilla
R5- Control Negativo Liquido Naranja o amarillo Si Menor o igual DAVIH-AgP24
que 0,150
R6- Diluente de conjugado  Liquido Ligeramente amarillo Si No procede No procede
R7- Conjugado Liquido Ligeramente pardo S Titulo: 5 x 10* DAVIH-AgP24
R8- Cromégeno TMB Liquido Incoloro o ligeramente
verde S No procede No procede
R9- Tampon sustrato Liquido Incoloro Si 50a51 Medicion del pH
R10- Solucién paralizadora Liquido Incoloro Si No procede No procede
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Lotes y condiciones de almacenamiento

Se incluyeron 3 lotes consecutivos de 3 estuches
cada uno. Los lotes fueron aprobados por el
Laboratorio de Control de la Calidad del centro,
por cumplir con las especificaciones de calidad es-
tablecidas para este producto. Se almacenaron de
2 a 8 °C, manteniendo en sus envases primarios
cada uno de los componentes hasta el momento
de su uso. El tiempo de estudio de los lotes fue de
12 me-ses y los muestreos se realizaron en los
meses 1,4,7,9y 12.

Ensayos

En cada muestreo antes de comenzar el ensayo
se comprobaron las caracteristicas fisicas de los
10 componentes, se observd su presentacion y el
volumen en su envase primario en la que se utilizé
como método de ensayo, la observacion visual y la
verificacion del volumen por la medicion de este
con pipetas automaticas o cilindros graduados de
acuerdo con el componente. Dentro de las carac-
teristicas fisicas se incluyeron las caracteristicas
organolépticas: color y transparencia que se com-
probaron por inspeccidn visual. Se comprobé ade-
mas la no formacidn de precipitados en la solucion
de lavado 25X.

En el control positivo se observaron las carac-
teristicas del producto liofilizado y después de
reconstituido. Las caracteristicas quimicas de los
controles positivo, negativo y el conjugado se
chequearon con la realizacion del ensayo y se com-
probo en cada lote que estos componentes cum-
plieran con los limites de aceptacion establecidos.
En lasolucion de lavado 25X y el tampdn sustrato se
verifico el pH por medicion en un pHmetro HANNA
211, comprobando si se cumplio con el rango esta-
blecido en la especificacion. En este estudio de es-
tabilidad no se analiz6 la calidad microbiolégica de
los componentes por ser un indicador no controlado.

El protocolo a seguir en el estudio de estabili-
dad fue ensayar la curva patron del sistema que se
obtiene a partir de diluciones seriadas de base 2
del control positivo, que abarca un rango de con-
centracion de P24 desde 514 pg/mL hasta 16 pg/mL.
Se incluyeron ademas 2 réplicas del control ne-
gativo por ensayo, para el resto de las etapas en el
ensayo se siguieron estrictamente las instruccio-
nes de uso del diagnosticador (Laboratorios
DAVIH, La Habana, Cuba).

Las caracteristicas funcionales del sistema se
midieron por el resultado final, que es considerado
valido cuando las densidades dpticas (DO) de las
réplicas del control positivo son mayores o iguales
que 1,00 y las DO de al menos 2 réplicas del
control negativo son menores o iguales que 0,150,
establecidos por el productor como limites de acep-
tacion en el manual de instruccion del estuche.

Analisis de resultados

Se determiné la media (%) y la desviacion
estandar (DE) de los valores de DO obtenidos para
los puntos de la curva patrén en los 3 lotes de esta-
bilidad. Se analizé cada uno de los puntos de la
curva mediante la utilizacién de cartas de control
(gréficas de Levey-Jennings) para el seguimiento
de la precision, se establecié como limite de
control + 2 DE en los meses 1, 4, 7y 9, segun lo
descrito por Jacobson.® Los valores de DO co-
rrespondientes a cada punto de la curva patrén
referente a la concentracion de P24 se compara-
ron por las doécimas de Grubbs, para estimar la
normalidad de los datos obtenidos para cada punto
de la curva y de Cochran,®asi como la homoge-
neidad entre las varianzas de los 3 lotes estudiados
con un nivel de confianza de 95 % en ambos
casos. Para el analisis estadistico y la confeccion
de los gréficos se empled el programa Excel de
Microsoft Office 2003.

RESULTADOS

En el sistema DAVIH-AgP24, las caracte-
risticas organolépticas cumplieron las especifi-
caciones en los 10 componentes del estuche hasta
el noveno mes, a partir del cual se apreciaron
cambios en la coloracion del cromogeno tetra-
metilbencidina (TMB) y un deterioro en las carac-
teristicas funcionales del sistema por causa del
tampon sustrato (cambio del pH), pues los controles
positivo y negativo no cumplieron con los limites
de aceptacidn establecidos. En el resto de los
componentes no se observaron cambios. El pH de
la solucion de lavado, durante los 12 meses estu-
diados, cumplio con el intervalo establecido en las
especificaciones de calidad para cada componente.

Se estudié la normalidad de los resultados
observados para cada punto de la curva en cada
uno de los meses y todos los valores fueron acep-
tados hasta el noveno mes.



En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados
de los estadigrafos para la Décima de Grubbs
(Gméx y Gmin) y para la décima de Cochran (C),
que en todos los casos resultaron ser menores que
el valor critico para o= 5 %.

TABLA 2. Analisis de la homogeneidad entre las medias

Concentracion

(pg/mL) % DE Gmax Gmin
514 2,311 0,715 0,963 1,034
257 1,404 0,390 0,856 1,102
128 0,832 0,205 0,858 1,09

64 0,509 0,132 1,053 0,954
32 0,333 0,076 0,763 1,144
16 0,203 0,055 1,145 0,800

G: estadigrafo para la décima de Grubbs. Valor critico de la tabla
de Grubbs para n= 3 1.155 para o= 5 %.
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TABLA 3. Andlisis de la homogeneidad entre las varianzas

Concentracién (Lote 1) (Lote 2) (Lote 3)

(pg/mL) DE? DE? DE? C
514 0,014 0,304 0,349 0,523
257 0,038 0,229 0,108 0,610
128 0,012 0,093 0,022 0,732

64 0,005 0,022 0,007 0,647
32 0,014 0,011 0,007 0,437
16 0,0008 0,010 0,001 0,847

C: Estadigrafo para la décima de Cochran. Valor critico de la
tabla de Cochran para p= 4 y n=3 0,768 para o= 5 %.

En la figura se muestran los gréficos de control
de Levey-Jennings, donde se analizan los resul-
tados de DO de los 6 puntos de la curva al mes,
4 meses, 7 meses 'y 9 meses de los 3 lotes ensayados.
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Fig. Graficos de control de Levey-Jennings para los 6 puntos de la curva al mes, 4 meses, 7 meses y 9 meses en los 3 lotes estudiados.
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Estabilidad 32 pg
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Fig. Graficos de control de Levey-Jennings para los 6 puntos de la curva al mes, 4 meses, 7 meses y 9 meses en los 3 lotes estudiados

(Continuacién).

DISCUSION

Los estudios de estabilidad son una serie de
ensayos que permiten obtener informacion, para
establecer el periodo de validez de un producto en
su envase original y en las condiciones de almace-
namiento especificadas, durante el cual este con-
serva su calidad, seguridad y eficacia.

Como parte de la evaluacion de los indices fi-
sico-quimicos susceptibles de cambiar durante el
tiempo de almacenamiento y que pueden influir en
la calidad, seguridad y eficacia del producto, se
observaron las caracteristicas organolépticas y se
determinaron las caracteristicas quimicas, dadas
por el pH y la DO en los casos que procede.’

El sistema ELISA DAVIH AgP24 tenia ini-
cialmente un periodo de validez de 4 meses, dado
por los estudios de estabilidad realizados para el
registro del diagnosticador.®

Al estudiar la estabilidad para extender el
periodo de validez del sistema, el cromdgeno
tetrametilbencidina (TMB) present6 cambios en
su coloracion y el tamp6n sustrato en su composi-
cién quimica, esto impidié una reaccion efectiva
entre la enzimay el sustrato, lo cual influyé nega-
tivamente en la sensibilidad del sistema. El soluto
que conforma el cromdgeno tetrametilbencidina es
fotosensible, lo que puede influir en el cambio de
color cuando conforma la solucién con el metanol,

ademas la pérdida de las caracteristicas organo-
Iépticas para este producto coinciden con el periodo
de validez que muestra la especificacion. En otros
estuches comerciales cuyo reactivo cromogénico
es la tetrametilbencidina (TMB) utilizan como
material de envase frascos ambar que evitan su
deterioro por contacto con fuentes de luz, a dife-
rencia de los nuestros, que se envasan en frascos
plasticos blancos. Estos requerimientos de envase
son utilizados en la industria médicofarmacéutica
para productos que son fotosensibles.*

Ortiz y otros, asi como Jacobson,'® sefialan
que entre los factores que pueden reducir la exac-
titud analitica de un ensayo? se encuentran la cali-
dad del agua que se emplea en la preparacion de
las soluciones tampdn, asi como el pH y la fuerza
i6nica que alcanzan. Es por ello que al variar el
rango de pH establecido por el fabricante para el
tampon sustrato, el sistema no alcanzé la sensibili-
dad requerida y no cumpli6 con los pardmetros
establecidos que lo califican como un ensayo valido.
Este resultado obtenido, a la vez confirma el periodo
de validez con que contaba el componente, donde
solo hasta los 9 meses estd confirmada su fun-
cionalidad.

Para un nivel de confianza de 95 %, la docima
de Grubb indic6 que existe homogeneidad entre
las medias y la docima de Cochran mostré homo-
geneidad entre las varianzas,® excepto para el punto
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de la curva correspondiente a 16 pg/mL, donde el
valor de C fue superior al valor critico tabulado
para o= 5 %, pero inferior al valor que correspon-
de a o=1% (0,864), por lo que no se considera un
valor errético, sino rezagado.!! Este punto se co-
rresponde con el limite de deteccion del sistema, y
en lamedida que van disminuyendo los valores de
DO, aumenta la dispersién en los datos y, por tan-
to, la desviacion estandar aumenta.'?

En los graficos de control para cada uno de
los puntos de la curva (fig.), se observo que la
mayoria de los valores se encuentran distribuidos
dentro del intervalo de + 2 DE respecto a lamedia
de los 3 lotes, estos limites son considerados por
Jacobson, junto a Paweska y otros.®** como el
intervalo en el que se deben distribuir los resulta-
dos, que muestran una menor dispersion y en
correspondencia una mayor precision del ensayo.
Los puntos que quedan fuera de los limites de con-
trol no constituyen resultados erréneos si se tiene
en cuenta que se esta trabajando con 95 % de
confianza, por lo que queda una probabilidad de
5 % de que existan valores fuera del rango por
errores aleatorios, o sea, debidos al azar.*?

Los resultados obtenidos demostraron que en
las condiciones de estudio empleadas, las carac-
teristicas organolépticas, fisico-quimicas y funcio-
nales se mantuvieron durante 9 meses, lo cual
comprueba que el sistema mantiene su funcio-
nalidad durante este periodo y que la temperatura
de almacenamiento especificada garantiza su
conservacion. Estos resultados permitieron extender
el periodo de validez del sistema ELISA DAVIH-
-AgP24 hasta 6 meses con 50 % de cobertura.

Stability study of ELISADAVIH-p24 Ag
ABSTRACT

OsgsecTive: With the objective of extending useful lifetime of
ELISA DAVIH-p24 Ag, an on shelf stability test was conducted.
MeTHobs: three consecutive batches of the diagnostic kit were
studied for 12 months. The applied protocol was to test the
calibration curve of the positive control according to the
manufacturer’s instructions for the system operation. The quality
requirements for each reagent, according to their specifications,
were controlled. Normality in obtained values for each point of
the curve in the analyzed period and also homogeneity of means
and variances were studied by using Grubbs” and Cochran’s tests,
respectively. For the assay precision, each point of the curve
was analyzed at 1%, 4", 7™ and 9" months by means of Levy-
Jennings” graphs, setting + 2 standard deviations as limit values.
ResuLts: the quality requirements of each component met the
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specifications up to 9" month; from that moment on, changes
in the organoleptic characteristics of tetramethylbenzidine
chromogen and deterioration in the operational characteristics
of the system were observed due to substrate buffer. The remaining
components did not change. The yielded values were accepted as
normal up to the 9™ month. Grubb’s and Cochran’s test values
for the 6 points of the curve during the nine months were lower
than the tabulated critical values for o= 5 %, so homogeneity
between means and variances was confirmed. Levey-Jennings’s
graphs showed values within the set limits. ConcLusions: these
results allowed extending the validity period of the system to six
months, with 50 % coverage.

Key words: stability studies, p24 antigen diagnosis, ELISA/methods.
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