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RESUMEN

Introduccion: el estudio de la estabilidad de los componentes y el producto
terminado constituye un importante requisito regulatorio en los diagnosticadores.
Objetivo: realizar un estudio de estabilidad en tiempo real durante doce meses del
sistema inmunoenzimatico (ELISA) DAVIH VIH-2.

Métodos: se realizdé un estudio de estabilidad en tiempo real durante doce meses en
tres lotes del diagnosticador DAVIH VIH-2, ELISA indirecto disefiado para la deteccion
de anticuerpos contra el virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 en suero o plasma
humano. Se controlaron los requisitos de calidad de los componentes de acuerdo a sus
especificaciones. Se estudié la normalidad de valores de densidad oOptica/valor limite y
la homogeneidad de las medias y varianzas mediante las décimas de Grubbs y
Cochran. Se estimo la precision en los controles positivo y negativo del sistema y en
seis muestras con diferente reactividad al virus de inmunodeficiencia humana tipo 2
mediante el calculo del coeficiente de variacidon y se confeccionaron las cartas de
control de los valores de las medias de densidad 6ptica respecto al tiempo.
Resultados: los requisitos de calidad de cada componente se cumplieron durante 12
meses, excepto las caracteristicas funcionales del conjugado a partir de los seis meses.
Los valores en las décimas de Grubbs y Cochran fueron menores que los valores
criticos tabulados para a del 1 y 5 % por lo que existi6 homogeneidad en las medias y
las varianzas en todo el periodo. El coeficiente de variacibn se mantuvo inferior al 10
% excepto en las muestras con reactividad media y baja, mientras que en las cartas
de control, los valores de densidad 6ptica se mantuvieron en el limite de la media 2
desviaciones estandar hasta el noveno mes.

Conclusiones: con estos resultados se propuso un periodo de validez para el producto
terminado de 4 meses con un 50 % de cobertura.
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ABSTRACT

Introduction: the study of the components stability and the finished product is an
important regulatory requirement for diagnostic tests.

Objective: to carry out, for twelve months, a stability in real time study on the
immunosorbent assay system (ELISA) DAVIH HIV-2.

Methods: a real-time stability study was carried out for twelve months to three lots of
the ELISA indirect diagnostic test DAHIV HVI/2, designed to detect antibodies to the
human immunodeficiency virus type 2 in human serum or plasma. The components’
quality requirements by their specifications were monitored. The normality of optical
density values/limit value and homogeneity of the means and variances were studied
by using Grubbs and Cochra tests. Precision was estimated at the system’s positive
and negative controls and in six samples with different reactivity to the human
immunodeficiency virus type 2, by calculating the variation coefficient and control
records were elaborated of the mean values of optical density compared to time.
Results: the quality requirements of each component were met for 12 months, except
the kit’s functional characteristics from the sixth months on. The values in Grubbs and
Cochran tests were lower than the a-tabulated critical values for 1 and 5%, so
homogeneity manifested in the means and variances throughout the period. The
variation coefficient remained under 10%, except in the samples with low and middle
reactivity, while in control records, the optical density values remained within the
mean limits: £2 standard deviation, up to the ninth month.

Conclusions: after these results, four month was proposed as a validity period for the
finished product, with coverage of 50%.

Keywords: diagnostic means; stability studies; ELISA; human immunodeficiency virus
type 2 (HIV-2).

INTRODUCCION

Los estudios de estabilidad de los sistemas de diagndéstico brindan las evidencias del
desempefio de los mismos a través del tiempo y dan garantia de la precision y
confiabilidad para que mantengan la calidad requerida durante la permanencia en el
mercado, por el tiempo de vencimiento y en las condiciones de envase y
almacenamiento declarados para el producto.!?

Para realizar un estudio de estabilidad de anaquel o en tiempo real se recomienda
estudiar la estabilidad durante el uso, asi como en la etapa de post-comercializacion y
se dispone que en los intervalos de tiempo en los que se realiza el ensayo se debe
mantener las propiedades funcionales de los componentes del diagnosticador y si
procede, se puede continuar el estudio hasta que la degradacién del producto sea
significativa.?®

La estabilidad en los diagnosticadores puede afectarse por una serie de factores
ambientales tales como la temperatura, la luz y la humedad por lo que resulta
importante determinar su influencia en la integridad de los productos y las variaciones
que experimentan con respecto al tiempo. Por estas razones, estos estudios se han



convertido en una necesidad de la industria farmacéutica y biotecnoldgica para
garantizar la calidad de sus productos.

Para realizar la solicitud de una Autorizacién de Comercializacién de Diagnosticadores
(ACD) se establece como requisito la incorporacion de los estudios de estabilidad al
Expediente de Registro* en el cual se declara el periodo de validez del producto, que
puede ser modificado cuando se realizan cambios mayores en la formulacién de algin
componente o en las condiciones de envase del producto.® El objetivo del presente
trabajo es realizar un estudio de estabilidad en tiempo real durante doce meses del
sistema inmunoenzimatico (ELISA) DAVIH VIH-2.

METODOS
Diagnosticador

Se empled el sistema ELISA indirecto para la deteccidon de anticuerpos al virus de
inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2) en suero o plasma humano (DAVIH VIH-2)
producido en los Laboratorios DAVIH, Cuba; el cual contiene 9 reactivos, suficientes
para 192 determinaciones (tabla 1).

Tabla 1. Componentas y espacificaciones de calidad del estuche DAVIH VIH-2

Caracteristicas fisicas Caracteristicas quimicas

C ok Caracteristicas organolépticas Requisito Método
npunene (inspeccién visual) de
Presentacién Color Transparencia o bk A
; Microplaca de Incolora Transparente Mo procede Mo
B3 Tck opeaca B tiras de 12 procede
de 96 pozos pocillos
sensibilizados
R2: Suero Liquido Ligeramente Transparente DO £ 0,250 DAVIH
Control amarillo VIH-2
Megativo
R3: Suare Liguido Ligeramente Transparente Do 2 1.00 DAVIH
amarillo VIH-2
Control Positive
R4:Diluente Liquido Ligeramente Transpareante Mo procede Mo
de Muestra amarillo procede
RE: Solucién Liquido ng::ar:::te Transparente T.2a 74 M;::Icuan
de lavado 25X P
R6: Conjugado Liquido Ligeramente | Transparente | Concentrado DAVIH
antilgG-H amarillo 200 X VIH-2
peroxidasa Segn thie
R7: Diluente Liguido Ligeramente | Transparente Mo procede Mo
de conjugado amarille procede
. T
RS: Cromégeno abletas Blanco no Mo procede mr»:; -
OPD P
R9: Tampdn Liguido Incoloro Transparante 50ak1 Medicion
sustrato del pH



Lotes

Se utilizaron tres lotes consecutivos de cuatro estuches cada uno (768
determinaciones por lote), aprobados por el Laboratorio de Control de Calidad
(Subdirecciéon de Gestion de la Calidad, CICDC), los cuales se almacenaron de 2 a 8 °C
hasta el momento del ensayo.

Panel de muestras

Se ensayaron para cada lote, cuatro réplicas de 6 muestras, pertenecientes al panel
“VIH-2” del Banco de Sueros del Laboratorio de Control de Calidad del CICDC, con la
siguiente caracterizacion:

e Dos muestras de reactividad alta en el sistema DAVIH VIH-2 con
1,00=D0=2,00 referidas como muestras A21 y A40 de este panel.

e Dos de reactividad media (1,00=D0=>2,00) referidas como M33 y M39.

e Dos de reactividad baja (1,0=D0=1,5) en el sistema como B35 y B34, las
cuales pertenecen a seis individuos cubanos seropositivos a VIH-2 y negativos a
VIH-1.

Frecuencia de ensayo

Se estudié la estabilidad, durante 12 meses, con una frecuencia trimestral, de los
componentes del producto intacto. El ensayo se realizé seguin las instrucciones de uso
del fabricante.®

Caracteristicas fisico-quimicas

Se evaluaron las caracteristicas organolépticas y se midi6 el pH de cada componente
(pHmMetro HANNA 211). En las caracteristicas organolépticas se inspecciond el color, la
transparencia y la presencia de particulas por el examen visual. Se realizé una
verificacion del volumen con el uso de pipetas automaticas y cilindros graduados segun
el componente en estudio.

Ensayos

Se chequearon en los ensayos, las caracteristicas funcionales de los componentes: R2
y R3 (sueros controles positivo, negativo) y el R6 (conjugado) con el cumplimiento de
los limites establecidos para cada uno de ellos en la lectura de la densidad 6ptica (DO)
a 492 nm (tabla 1).

Parametros de validacion

Un ensayo se considerd valido cuando la densidad 6ptica (DO) de las réplicas del suero
control positivo (CP) =21,0; la DO de al menos dos réplicas del suero control negativo
(CN) <0,250 y la relaciéon DO CP/DO CN=4, los cuales se establecieron como limites de
aceptacion en el manual de instruccion del estuche.

No se estudid la calidad microbiolégica por ser un indicador no controlado.

Estudio de precisiéon



Se evaluo la precision con el uso del coeficiente de variacion (CV)7 para lo cual se
calcularon la media (X) y la desviacién estandar (DE) de valores normalizados de

lecturas de DO/valor limite (VL) de las muestras en cada ensayo y en los periodos
trimestrales que se evaluaron (0, 3, 6, 9 y 12 meses).

Se estudioé la normalidad de los valores obtenidos en cada muestra ensayada por cada
periodo estudiado, la homogeneidad de las medias de los valores con el criterio de
aceptacion de la Décima de Grubbs (G max y min: estadigrafos de Grubbs)® asi como
la homogeneidad de las varianzas de los tres lotes en estudio, con el criterio de
aceptacion de la Docima de Cochrans (C: estadigrafo de Cochrans).®

Se confeccionaron para cada muestra, las cartas de control o graficos de Levey-
Jennings ,° en los que se incluyeron los valores de las medias de DO correspondientes
a los periodos 0, 3, 6, 9 y 12 meses. En este caso se establecié como limite de control
la media(X)x2DE.

Comprobacion de la estabilidad del producto

Cuando el producto terminado (sistema DAVIH VIH-2) no fue estable, se procedi6 a
realizar un ensayo del sistema, se utilizé los productos intermedios y a granel (PIG)
que dieron origen a los componentes R2, R3 y R6, que se mantuvieron antes en
congelacion a -20°C desde el momento del envase de los componentes del lote hasta
este paso, asi como el resto de los componentes de cada lote de estudio y a partir de
estos resultados se definieron los reactivos limitantes de la estabilidad.

Determinacion del periodo de estabilidad del sistema

El periodo de estabilidad del producto terminado se estableci6 con la toma de la
informacioén obtenida en la evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas y
funcionales de cada componente restandole el 50 % del tiempo total como periodo de
cobertura.

RESULTADOS
Caracteristicas fisico-quimicas

En las condiciones de almacenamiento (temperatura de 2 a 8 °C) evaluadas durante
doce meses, no se observaron cambios en las caracteristicas organolépticas con
relacién al color, presencia de particulas o cambios apreciables en el volumen de
ninguno de los componentes del estuche hasta el noveno mes.

La solucion de lavado (R5) y el tampoén sustrato (R9) mantuvieron el pH en el intervalo
establecido en las especificaciones de calidad de ambos componentes durante 12 y 9
meses en orden.

El reactivo conjugado R6 mantuvo sus caracteristicas fisicas durante 9 meses.

La solucién de lavado (R5) diluida 1X para el uso, fue estable por una semana en un
rango de temperatura de 2 a 8 °C mientras que las tabletas del cromdgeno (R8) se
deben reconstituir y utilizar de inmediato.



Estudio de precision

Los valores de los estadigrafos G y C se comportaron por debajo de los valores criticos
tabulados para estimar la homogeneidad en las medias de los valores de DO
estudiados y de sus varianzas en todo el periodo como se ha mostrado en la tabla

2 mientras que, en la tabla 3 se mostraron los valores de las medias, la DE y el CV
obtenido en cada evaluaciéon de la precision del sistema en el tiempo. Las muestras de
reactividad alta (A21 y A40) asi como el control positivo mantuvieron los valores del
coeficiente de variacion por debajo del 5 % en todo el periodo evaluado. Sin embargo,
las muestras con reactividad media y baja comenzaron a acercarse al 10 % a partir de
los seis meses y superaron este valor en la evaluacion de los doce meses. La muestra
M39 fue el Unico caso donde se supero6 el 15 % en la Ultima evaluacidon que se realiz6.

Tabla 2. Esomacidn de los E!‘!l—ﬁgrlfﬂ! de las ddcimas de Grubbs y Cochrang en &l estudio de precisidn del sstema

Muestra | 3 mases & mesas 9 masas 12 meses
Cl% | C%% | Gl G2 Cl%e |C8% |Gl G [C1%m C%% | Gl G2 C1% | C8% |Gl Gi

P o868 (04873 (1,363 (1,05 [0,711 [0734 [ 1,13 [ 147 (08 o7 1,24 (1,02 [o08% [0773 [1,25 | 1,14
N 0,598 | 0,553 1.3 1,24 0,722 | 0,711 | 1,45 1,16 | 0.78 0,756 | 1,514 | 1,43 0,723 | 0,778 | 1,13 1,25
A2l 0677 | 0,624 1,26 1,16 0,688 | 0,734 1,233 142 0.689 0,713 | 1,17 1,112 | 0888 | 0,766 | 1,43 1,46
A%D 9,598 | 0.623 113 0999 0,788 0.72% 1,113 1,11 O.6B6 0745 1,14 127 0,563 | 0673 1.36 1,115
M3z 0698 0473 1,163 1.2 0,811 | 9,733 1.38 1,15 0885 0777 | L1¥ 1,39 0,823 | 0.77F 112 1,23
M3 o078 (0513 (132 (134 |08 (676 1,23 [1,13 |0AE7 o786 1,18 |1,12 |o0688 0714 |18 | 136
Bag a.78 0,653 1.3 1,13 0,732 | 0,754 | 1,15 1,11 | 0,845 0,76 1,23 1,24 o824 | 0,772 | 1,282 | 1,24
B34 0,744 | 0,773 | 1,23 1,22 0,751 | 0,765 | 1,31 1.7 | 0,839 0,77 1,145 | 1,164 | 0,756 | 0,783 | 1,233 1,27

Valores oricos para namero de réphcas (n) = 4 y lotes estuchados (p) = 3. Clesladigrale de Codhwans para 1 y § %, G: estadigrafo de
Grubbs (Gl y G2): C (4 1 %) = 0,8B83; C (4 5 %) = 0.798; Gmdxima (G1) = 1,496; G mimma (G2) =1,481.

Tabla 3. Resultados de la precisién en muestras referencia y contreles del sistama

DAVIH VIH-2

Muestra 3 meses b meses 9 meses 12 meses

XL DE Cves | X vl DE Cvee | XL DE CVa%s XL DE CVe
cp 569 0,016 | 0,28 58 0,026 0,44 4,57 0,02 0,43 4,52 0,107 2,36
CN 0,2% | 0,015 | 5,17 | 0,268 | 0,014 | 522 | 0,284 | 0,018 | &33 | 0,276 | 0,02 7,24
A21 572 | 0,019 | 0,33 5.32 0,216 4,06 511 0,232 4,54 4,98 0,253 5,08
A40 574 0014 0,24 | 561 |0,050 | 1,05 5,76 | 0,084 @ 1,45 E47 | 0089 | 1,62
M33 463 0,125 | 2,69 4,10 0,292 f.12 3,74 0,338 9,03 3.47 0,395 | 11,38
M39 4,22 | 0,085 | 1,20 | 3,52 | 0,366 | 10,39 | 3,11 | 0411 13,21 | 2,73 0,46 @ 16,84
B35 349 | 0,211 | 6,04 | 317 | 0,234 | 7,38 2,89 | 0,266 9,2 2,72 | 0,303 | 11,14
B34 3,03 | 0,095 | 3,13 2,58 0,247 9,57 2,43 0,237 9,75 2,34 0,294 | 10,42

¥: media de valores de DOSVL, DE: desviacién estandar, CV %: coeficiente de variacidn
en porcentaje



En la figura se mostraron las cartas o graficos de control de cada suero control del
sistema, asi como del panel de referencia que se utilizé en el estudio. Se observé que
no se obtuvieron valores dispersos por encima de la media(X)+/-2DE en ningln punto
de la evaluacion. Este intervalo se considera como idéneo, en el cual se deben
distribuirse los valores en este tipo de estudio”'%11y los valores superiores a las dos
desviaciones estandar son considerados como puntos erréneos e imprecisos para un
ensayo de este tipo.
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Fig. Cartas de control (Lewey-Jennings) para el sistema DAVIH VIH-2.



DISCUSION
Caracteristicas fisico-quimicas

Como parte de la evaluacion de los indices fisico-quimicos susceptibles de cambiar
durante el tiempo de almacenamiento que pueden influir en la calidad, seguridad y
eficacia del producto se encuentran las caracteristicas organolépticas y quimicas. ? Los
componentes de este sistema cumplieron con sus especificaciones de calidad hasta el
noveno mes, periodo en que la solucién sustrato (R9) no cumplié con el indice de
acidez (pH) establecido por lo que se convirtié en un reactivo limitante de la
estabilidad del producto terminado.

Estudio de precision

Los estadigrafos G y C en cada ensayo, representan los resultados de la homogeneidad
de la muestra y la varianza, han indicado en la precisiéon intraensayos de los tres lotes
en estudio; existi6 homogeneidad muestral. Sin embargo, el andlisis del CV mostro el
aumento de la dispersiéon de los valores de DO en las muestras con reactividad media y
baja a VIH-2 (muestras M y B del panel de evaluacién), a partir del segundo trimestre
de evaluacion ya que la desviacion estandar es estas fue superior a las de alta
reactividad. Resulta muy importante para el desarrollo de los protocolos de evaluacion
de la estabilidad de los diagnosticadores en general, la adecuada seleccién de las
muestras que se utilizaran como patrones de precision donde se incluya la diversidad
de la reactividad asi como el uso de diversas técnicas estadisticas que permitan
concluir de manera conjunta, el momento real en que el producto comienza a ser
susceptible y a perder su estabilidad.

Por otra parte, el aumento de la dispersion trajo consigo el incremento del coeficiente
de variacién a valores cercanos al 10 %, que es el limite permisible para este tipo de
estudio en que se utilizan valores normalizados como en este caso, en el cual se
utilizaron valores de la media sobre el valor limite del ensayo.” La aplicacién de esta
metodologia de normalizacion facilité el procesamiento estadistico de los coeficientes
de variacion para las lecturas de DO inferiores a cero, tales como las lecturas
obtenidas en los sueros débiles positivos y los sueros negativos.

El hecho de que en ninguno de los tres lotes evaluados durante los doce meses se
obtuvieran valores dispersos, muestra que el sistema se comporté de forma precisa
durante el periodo. Sin embargo, luego del noveno mes, en cada uno de los gréaficos
mostrados en la figura se observo una declinacion inferior a la media en cada una de
las seis muestras positivas del panel y el suero control positivo del sistema, asi como
un incremento de los valores de la media en los sueros negativos, lo cual solo se
explicé por un evidente deterioro en las inmunoglobulinas del reactivo

conjugado,?!? reforzandose el criterio de que este también constituye un reactivo
limitante de la estabilidad del producto terminado.

Es importante también destacar la aplicacién de estas utiles herramientas (graficos de
control) en este tipo de estudio, en la que se valora el tiempo en que un producto
puede mantener su funcionalidad en la post-comercializacion.!®



Determinacion del periodo de estabilidad del sistema

Cuando los lotes del producto presentan diferentes perfiles de estabilidad, la propuesta
de periodo de validez debe basarse en los resultados del lote menos estable y la fecha
de vencimiento a proponer estara dada por el tiempo en que todos los lotes estudiados
cumplen con sus indicadores de calidad, estableciéndose un margen de seguridad o
porcentaje de cobertura.'**%En el caso, se observo la misma tendencia en todos los
lotes, en los que ambos reactivos limitantes (R9 y R6) solo cumplieron con los
indicadores de calidad empleados hasta el noveno mes. Es por eso que de acuerdo a
los resultados de los ensayos quimico-fisicos, los de funcionalidad, asi como el valor
agregado de la cobertura de un 50 % del tiempo en que se mantuvo la estabilidad de
los mismos, se propuso un periodo de validez de cuatro meses para el producto
terminado.

Este corto periodo de estabilidad puede representar una debilidad para el producto
terminado. Sin embargo, el hecho de que este sistema no fue disefiado para la
comercializacién a otros centros o al exterior, sino que juega un papel especifico en el
pesquisaje de anticuerpos al VIH-2 en el algoritmo de diagndstico del VIH,® etapa que
se realiza en Laboratorio de Diagndéstico del CICDC y que no representa riesgos por la
transportacion, ni demoras para aplicarlo, sino que una vez que el lote es producido y
liberado por el Laboratorio de Calidad de este Centro puede ser aplicado de inmediato.

Este estudio, unido a los estudios de validacion del desempefio, permitié la obtencion
del Registro del diagnosticador # en la entidad regulatoria para los diagnosticadores de
uso humano, el Centro de Control de Medicamentos (CECMED) en Cuba.
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