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RESUMEN

INTRODUCCION: en la validaciéon de los procesos de produccion de productos
biolégicos, la cuantificacion viral es esencial para demostrar su seguridad.
OBJETIVO: en este trabajo se evalué el método de titulaciéon del virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1, para ello se determiné la exactitud, precision,
linealidad y limite de deteccién.

METODOS: la titulacion se realizé por el método del calculo de la dilucion punto
final, mediante la visualizacion del efecto citopatico y la determinacion de la
produccion de antigeno p24 por medio de un ensayo inmunoenzimatico, la dosis
infectiva media en cultivo de células por mililitro se calculé segun el método de
Reed y Muench.

RESULTADOS: la exactitud del método coincidié con el titulo de referencia, los
valores del coeficiente de variacion de la precision (repetibilidad y precision
intermedia) fueron menores que 5y 10 %, respectivamente; la linealidad mostré



un adecuado coeficiente de correlacion y el limite de deteccidon se determiné en la
dilucién 1072

CONCLUSIONES: el método evaluado demostré un adecuado desempefio para la
cuantificacion viral.

Palabras clave: titulacion viral, validacién, virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1.

ABSTRACT

BACKGROUND: viral quantification is essential to demonstrate biological product
safety during the validation of the production process.

OBJECTIVE: to evaluate the accuracy, linearity and detection limit of a titration
method for the human immunodeficiency virus type 1.

METHODS: the titration was performed by calculating the end-point dilution
method, through the cytopathic effect assay and the determination of Ag p24
production by an enzyme immunoassay. Mean infective dose in cultured cells per
milimeter was estimated by Reed and Muench”s method.

RESULTS: the accuracy of the method was similar to that of the reference titration,
the variation coefficient figures for accuracy (repeatability and intermediate
accuracy) were lower than 5 % and 10 %, respectively, the linearity showed
adequate correlation coefficient and the detection limit was determined in the 1072
dilution

CONCLUSIONS: the evaluated method was suitable for viral quantification

Key words: viral titration, validation, human immunodeficiency virus type 1.

INTRODUCCION

En los estudios de validacion de los procesos de produccion de productos biolégicos
que emplean materia prima de origen humano, los retrovirus son contaminantes
potenciales y, por esta razén, es necesario realizar estudios de validacion que
demuestren que el proceso de producciéon es capaz de eliminarlos e inactivarlos. El
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es considerado como un
contaminante relevante y se emplea como modelo para otros retrovirus
humanos.*?

Los dos principales métodos de ensayos usados en la cuantificacion de virus
infecciosos en estudios de clarificacién viral, son el ensayo de formacion de placas y
el método del calculo de la dilucion punto final o calculo de la dosis infectiva de 50
% en cultivo de células (DICCsp), mediante la visualizacion del efecto citopatico
(ECP); este ultimo es utilizado en estudios de validacion de procesos de productos
biolégicos.® Ambos tipos de ensayos se han empleado para la determinacion
cuantitativa de la titulacion viral y los factores de reduccién de los procesos,*
aungue estan disponibles nuevos ensayos para determinar titulos virales en los
procesos de validacién por cuantificaciéon de componentes de los virus, como son
los acidos nucleicos genémicos o enzimas como la trascriptasa reversa, que
resultan mas facilmente medibles que la infectividad.*



La variacion en los ensayos de titulacion viral se debe a diferencias en los sustratos
celulares, entre modelos virales, suplementos proteicos adicionados a los cultivos
de células y a diferencias entre operadores y entre ensayos,* aun cuando en el
laboratorio se seleccione el método mas adecuado para un ensayo, se necesita de
una evidencia documentada para confirmar que se han cumplido los requisitos para
una aplicacidn especifica, por lo tanto es necesario la evaluacion de sus parametros
analiticos criticos como son: exactitud, precision (repetibilidad, precisién
intermedia), linealidad y limite de deteccién (LOD).>

En este trabajo se evalud el método de titulacién viral para el VIH-1 teniendo en
cuenta los parametros antes mencionados, los cuales permiten asegurar que el
método es capaz de lograr resultados confiables en la cuantificacién viral.

METODOS
Condiciones experimentales

Cepa viral: BRU (VIH-1). Donada gentilmente por Centralised facility for AIDS
Reagents (CFAR).

Referencia: ADP104

Titulo referencia: 6.413 DICCso/mL (log del titulo)

Sustrato celular: CEM (500 x 10° células/mL). Donada gentilmente por CFAR.
Referencia: ARPOO5.

Medio de cultivo: RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(Terracell), 2 mM de L-glutamina (Flow Laboratories) y 40 ug/mL de gentamicina
(Sigma).

Método de titulacién (procedimiento)

La titulacion del in6culo viral se realizé mediante diluciones seriadas de base cuatro
(4 a 47'°) de la cepa viral (6 réplicas) en placas de 96 pozos,®’ posteriormente, se
afiadié el sustrato celular y las placas se incubaron a 37 °C en atmdésfera hUumeda
con 5 % de CO,. En cada titulo se incluy6 un control celular sin virus. El titulo viral
se determiné por ECP y por calculo de Ag p24 en el sobrenadante del cultivo libre
de células, mediante el sistema inmunoenzimético DAVIH Ag p24 (DAVIHLAB,
Cuba). El calculo de la dosis infecciosa media en cultivo de células por mililitro
(DICCso/mL), en ambos casos se determiné por el método de Reed y Muench.?

Parametros evaluados

Exactitud: se compararon los resultados obtenidos de 5 titulos en 3 tiempos de
incubacién independientes: 4, 7 y 11 d, con el valor de referencia conocido. Estos
experimentos se realizaron por una misma persona en iguales condiciones de
trabajo (N= 15).

Andlisis de la precision



Repetibilidad: se calcularon los valores de desviacion estandar relativa (% RSD) o
coeficiente de variaciéon (CV), de 5 titulos realizados por una misma persona, en 3
ensayos diferentes para los 3 periodos de incubacién antes mencionados.

Precision intermedia: se realizd una validaciéon retrospectiva para verificar que el
ensayo es capaz de producir resultados similares en periodos largos de tiempo (1
afio). Se tuvo en cuenta la variabilidad, interdia, interoperador (2 operadores) (N=
9) y entre los datos de lectura de ECP y el ELISA (N= 18). Se calcularon los valores
de CV a partir de 3 titulos de la preparacion viral realizados por cada operador.

Linealidad: se evalu6 por un andlisis de regresion lineal donde se utilizaron los
datos obtenidos a partir de la lectura del ECP y los resultados del ELISA de 10
titulos (10 determinaciones por dilucion).

Limite de deteccion (LOD): se determind por evaluacion visual del ECP y datos
obtenidos del ELISA de 10 titulos (10 determinaciones por dilucién).

Andlisis estadistico: se realizé una prueba t de Student, un analisis de varianza de
clasificacion simple y una prueba de Student- Newman-Keuls para el analisis de
exactitud, precision (repetibilidad y precision intermedia o interensayo). Para el
calculo de los CV se tuvieron en cuenta las medias y desviaciones estandar de los
datos obtenidos. Para la linealidad se aplicé una prueba de normalidad y una
correlacion de Pearson. Todos los datos se procesaron con un intervalo de confianza
de 95 % utilizando el programa Statistica versiéon 6.0.

RESULTADOS
Exactitud

El valor promedio del log del titulo para el ECP fue de 6,38 + 0,6 para cuarto dia de
incubacion, 6,13 + 0,35 para el séptimo y 8,02 £+ 1,03 para el onceno dia, mientras
que por el ELISA fue de 6,96 + 0,26 para el cuarto dia, 6,95 + 0,33 para el séptimo
y 7,57 £+ 0,45 para el onceno dia de incubacién, por lo que se diferenciaron en %
0,5 log del titulo respecto a la preparacion viral inicial en los dos primeros periodos
de incubacién en ambas técnicas.

En la figura 1 se muestran los resultados del analisis estadistico para la exactitud,
el cual demostré que no hubo diferencias significativas entre el cuarto y séptimo dia
de incubacién, pero si entre estos y el onceno dia, con una p< 0,4473, tanto en el
analisis del ECP como en los resultados del ELISA.
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Fig. 1. Variacion de los titulos para el VIH -1 por ECP y ELISA en 3 periodos de incubacion.
Repetibilidad y precision intermedia o interensayo

Los CV en 3 periodos de incubaciéon para mostrar el comportamiento de la
repetibilidad se muestran en la tabla 1, donde fueron menores que 10 % al cuarto y
séptimo dia de incubacién, pero mayor al onceno dia, al analizar el ECP, sin
embargo, fueron adecuados para el ELISA. Los resultados de la precision
intermedia o interensayo se muestran en la tabla 2, donde los CV obtenidos son
6ptimos porque se comportaron inferiores a 10 %. El andlisis estadistico de la
precision intermedia no mostro diferencias entre operadores ni entre dias, con p=
0,978, pero al comparar los datos de los resultados de la lectura por ECP y ELISA
hubo diferencias significativas entre las técnicas con p= 0,034.

Linealidad

La recta de regresion para mostrar los resultados de la linealidad se muestra en la
figura 2 tanto para el ECP (2A) como el ELISA (2B), con valores del coeficiente de
correlacion (r) de 0,833 y 0,923, respectivamente.
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Fig. 2. Recta de regresion para el analisis de la linealidad para el VIH,
por ECP (2A) y por ELISA (2B).

Limite de deteccion

El limite de deteccion (LOD) fue determinado por evaluacion visual,® y la mayor
dilucién después de la cual una identificacion de respuesta positiva no fue confiable
resulté 1072, El LOD se puede observar también, si se analiza la recta de regresién
obtenida para el estudio de la linealidad con los datos obtenidos en el ELISA, donde
las concentraciones mas bajas del analito pueden ser determinadas por
extrapolacion de la recta a 0.°

DISCUSION

En la exactitud los titulos alcanzaron un valor maximo en el dltimo periodo de
incubacioén y se diferenciaron en = 0,5 log del titulo respecto a la preparacion inicial
en los 2 primeros periodos de incubacioén; los datos obtenidos al cuarto y séptimo
dia tanto por ECP como por ELISA resultaron los de mayor concordancia con el
valor del titulo inicial de la cepa viral y este parametro es esencial para medir la
exactitud.!

El método de ANOVA que se empled para la comparaciéon de los periodos de
incubacién que muestra la figura 1, demostré que no existen diferencias
significativas entre el cuarto y séptimo dia de incubacioén, pero fueron significativas
con p< 0,04473 para el onceno dia de incubacién, al comparar los resultados por
ECP como por el ELISA.

Esta diferencia debe estar influenciada por el periodo de incubacién prolongado que
provoca un sobrecrecimiento del sustrato celular, lo que implica una mayor
infectividad de estas. Por otra parte, el ensayo que se evalUa posee las dificultades
inherentes a todos los métodos para la cuantificacion del VIH-1, dadas por lo
laborioso de la técnica y se reporta que los titulos pueden variar en = un log a
pesar de proceder de una misma preparacion viral.’



Para el analisis de la precision, en la tabla 1 se muestran los resultados de la
repetibilidad calculados a partir del ECP, donde los CV fueron menores que 10 % al
cuarto y séptimo dia de incubacién, pero mayor al onceno dia. Esto debe estar dado
por varios factores como son la sobre estimacion de la lectura del efecto citopatico,
tropismo celular o evaporacién del medio de cultivo en las placas al incubarlas por
largos periodos de tiempo;’ no obstante, al aplicar la técnica ELISA, los valores de
CV fueron adecuados, inferiores a 10 % en el onceno dia y 6ptimos para el cuarto y
séptimo dia con valores menores que 5 %, como establece la norma cubana para la
validacion de métodos de ensayo.”

Los resultados de la precision intermedia o interensayo se muestran en la tabla 2,
donde los valores obtenidos de los CV fueron menores que 20 % y no exceden de
10 %, por lo que se consideran 6ptimos porque se comportan inferiores a 10 %.°
Por otra parte, el analisis estadistico de la precisiéon intermedia no mostré
diferencias entre operadores, ni entre dias con p= 0,978 (N= 9), lo que demuestra
la habilidad del ensayo de producir resultados similares en largos periodos de
tiempo e incluir variaciones (interoperador e interdias), asi como que la
reproducibilidad del método aumenta gradualmente con una préactica consistente,’
sin embargo, al comparar los datos de los resultados de la lectura por ECP y ELISA
hubo diferencias significativas entre las técnicas con p= 0,034 (N= 18). Esta
diferencia se debe a que la lectura del ECP es un método cualitativo, basado en la
evaluacion visual;’ mientras que el inmunoensayo enzimatico basado en la
deteccion y captura de antigeno p24 del VIH, es mucho mas sensible y especifico
para la deteccion de la replicacién viral en sobrenadantes de cultivo.®

La linealidad es la capacidad de un ensayo para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentraciéon del analito en una muestra. Se prefiere hablar de
comportamiento lineal porque para ensayos biolégicos, a diferencia de los quimicos,
se emplean métodos para linealizarla, como por ejemplo un analisis de
regresion.®t

Los resultados de la regresiéon para analizar la linealidad mostraron valores altos y
significativos del coeficiente de correlaciéon (r), por ambos métodos (ECP y ELISA)
con valores de 0,833 y 0,923, respectivamente. Esto implica altos valores del
coeficiente de determinacion, por encima de 0,60 y cercano a 1, que demuestra la
calidad del ajuste en los andlisis de regresion,'? por lo tanto, el modelo puede ser
empleado de forma efectiva en la determinacion del titulo de las preparaciones
virales.

El limite de deteccion en determinaciones cualitativas es la concentracion umbral
por debajo de la cual una identificacion positiva (respuesta) no es confiable,® y
puede ser determinado en este tipo de ensayo por evaluacién visual.® La mayor
dilucién en la cual después de esta una identificacion no resulté confiable fue en 10°
2 En el estudio de la linealidad con los datos obtenidos en el ELISA, las
concentraciones mas bajas del analito o LOD también pueden ser determinadas por
extrapolacion de la recta a 0.°

Los parametros utilizados, asi como el andlisis estadistico realizado para evaluar el
método de titulacién por ambas vias, demostraron una adecuada precision de este
en la cuantificacion viral, por lo que en los estudios de evaluacién de eliminacion del
VIH-1 ofrece una estimacion real de los factores de reduccién en los procesos de
produccion de productos bioldgicos, donde la efectividad en la remocion de este
retrovirus como contaminacién potencial debe ser demostrada; también representa
el primer resultado en Cuba sobre esta tematica.
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