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RESUMO

O virus da hepatitite B (HBV) infecta 0 homem enp@ias ndo humanos. A Organizacao
Mundial de Saude estima que cerca de dois bilhégsedsoas ja tiveram contato com o HBV,
sendo mais de 350 milhdes portadores cronicostd@slo HBV teve inicio nos anos 60 com
a descoberta do antigeno Austrdlia, cuja correlagdo o antigeno de superficie do virus da
hepatite B (HBsAQ) foi estabelecida em 1968. Em6lf@8licenciada a primeira vacina humana
contra a hepatite B, utilizando-se a tecnologiaDd¢A recombinante, para uso geral da
populacdo. A poténcia das vacinas contra a hefaiitede ser avaliada através da acéo in vivo
(camundongos) ou pela determinacédo do conteldgémitd pelo método de avaliag&ovitro.

O métodan vitro pode ser realizado através do uso de kit ELISAecoial ou desenvolvidm
house padronizado e validado conforme os parametrosigtstas descritos para a validacéo de
metodologia para bioldgicos. Durante o desenvolabmede um projeto institucional em
BioManguinhos-Fiocruz, quatorze MAbs anti-HBs foreanacterizados quanto a especificidade
para o HBsAg e determinacgéo do perfil isotipicadseidentificados como subclasse IgG1.

Oito MAbs foram selecionados e avaliados para abestcimento de um ELISH house
para avaliagcdo de poténcia das vacinas contra o h&das pelo PNI. Dentre estes o MAb
CG2 foi selecionado como anticorpo de captura é@salos resultados de reatividade para
HBsAg das vacinas dos diferentes produtores (ExderiHepavax-Gene, Butang, Euvax e
Quinvaxem). O ensaio ELISA foi otimizado atravésvdeios parametros. A padronizagéo foi
realizada considerando as condicfes basicas ddoefdaca, tampdes, saturacdo, tempo e
agitacédo da incubacdo, o MAb CG2 como anticorpaag#ura (8ug/ml), as concentracdes de
vacinas (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1ug/ml), e foi pradare titulado (1:2500) um conjugado - MAb
anti-HBs AG9 — ligado a peroxidase. A resisténaist@cagem do kih housedesenvolvido e a
sua sensitividade ao stress foi analisada. A \gidao teste foi feito de acordo com as normas
da ANVISA (especificidade, linearidade, precis@mjte de deteccéo, exatidao).

O ELISA in house para avaliagdo da poténcia das vacinas contrapatitee B foi

estabelecido e validado com sucesso.
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ABSTRACT

The hepatitis B virus (HBV) infects human and namdan primates. The World Health
Organization estimates that about two billion peoplave had contact with HBV, and
approximately 350 million are chronically infectethe study of HBV became possible in the
60’s, when the Australia antigen was discoveredretated to the hepatitis B surface antigen
(HBsAg) in 1968. In 1986, the first anti-HBV vaceinfor human use employing DNA
recombinant technology was licensed. The potenah@thepatitis B vaccine can be evaluated
throughin vivo assays or thougim vitro determination of the antigen. The ELISA used for
HBsAg determination can be a commercial kit or bevedopedin house iuf properly
standardized and validated according to statisfaeameters.

Fourteen monoclonal antibodies against the HBsAmi-f@Bs) were produced by
BioManguinhos-FIOCRUZ and were characterized ath&x specificity and isotypic profile
(identified as IgG1 subclass), during the developnad an institutional project. Eight of these
MADbs were selected and evaluated for use innanouseELISA to determine the potency of
HBV vaccines that are being used in the Braziliatidhal Program of Immunization (PNI).

The MAb named CG2 was selected as capture antidodyto its high reactivity with
vaccines of different producers (Engerix-B, Hepagare, Butang, Euvax e Quinvaxem).
Several parameters were analysed to optimizentheuseELISA, including standardization of
assay parameters (plates, buffers, saturation,amdeagitation speed of incubations, MAb CG2
concentration (8g/ml), vaccine concentration (0.2; 0.4; 0.6; 0.8 dpg/ml), a horse radish
peroxidase (HRP) conjugate prepared and titratedb(M\G9-HRP; 1:2,500). Stability to
storage (4C and -26C) and sensitivity to stressful conditioning {6) was analysed. The test
was validated according to ANVISA rules (specificilinearity, precision, detection limit,
precision).

An ELISA for hepatitis B vaccines potency deterntimawas successfully established.

Vii
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1. INTRODUCAO

1.1.Hepatite B: a doencga e o virus

O virus da hepatitite B (HBV, do inglé&sepatitis B viruy € membro da familia
Hepadnaviridaggénero Orthohepadnavirus e que infectam o homernmatas ndo humanos.

O estudo do HBYV teve inicio nos anos 60 com a desta do antigeno Australia. A
correlagdo com o antigeno de superficie do virusegetite B (HBsAg, do inglésepatitis B
surface antigenso foi estabelecida em 1968 (BLUMBERG, et al§63,9BLUMBERG, et al.,
1968). Ainda em 1968, foi demonstrada a presencpadiéculas pleomorficas tubulares e
esféricas no soro de individuos com HBV, correspates as particulas incompletas (Figura 1).
Posteriormente, foi demonstrada a presenca dapast esféricas completas, denominadas,
devido ao seu descobridor, de particulas de Daméorene Figura 1 (DANE et al., 1970).

Figura 1: Microscopia eletrbnica do HBV. Particulas esf&icaompletas (1), esféricas
incompletas (2) ou filamentosas (3) compostas sk@mente de HBsAQ.

Fonte: web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html



As particulas incompletas, apresentando um tamdef&®?nm, ndo sdo infecciosas, pois
ndo apresentam genoma viral e sdo encontradasree@sogrande nimero. As particulas de
Dane apresentam um tamanho de 42nm, s&o infecqi@sasonterem o genoma viral e sao
encontradas em menor numero (GALLE, et al., 1994dj)s particulas possuem uma estrutura
composta de um nucleocapsideo icosaédrico cobesto um envelope externo que é
representado pelas proteinas que compreendem o d;lBsAtamente com lipideos e
carboidratos originados da membrana celular hogged¢o nucleocapsideo encontram-se os
antigenos do core (HBcAg, do ingléepatitis B core antiggne o antigene (HBeAg do
inglés Hepatitis B e antigen O nucleocapsideo envolve o genoma do tipo acido
desoxiribonucléico (DNA, do ingléseoxyribonucleic acidcircular de fita parcialmente dupla,
de aproximadamente 3.200 pares de bases — pb (Bemkndo genoétipo) e a enzima DNA-
polimerase que também possui atividade de tranasepreversa (DELUIS, et al, 1983;
BENENSON, et al., 1995; GROB, et al., 1998), comfer Figura 2.

A fita maior é complementar ao RNA mensageiro deénada negativa. A fita menor é
denominada positiva e apresenta a porcao 3’ dentamneariavel. O genoma circular € mantido
por extremidades coesivas situadas a porcdo tdrrbinade ambas as fitas, de 224 pb
(SATTLER & ROBINSON, 1979). Na fita maior estdo geates as quatro regides abertas de
leitura (ORF, do inglé®©pen Reading FramgsEstas regides (S, C, P e X) se sobrepdem e
codificam as proteinas estruturais e ndao estrstiavolvidas (MALIK & LEE, 2000). As
proteinas do HBsAg sdo codificadas pelo gene Ss elocanucleocapsideo formado pelos
antigenos intracelulares (HBcAg e HBeAg) sao codidas pelo gene C. As proteinas nao
estruturais envolvidas no processo de replicacalin{prase viral) sdo codificadas pelo gene P
e a proteina transativadora (X) responsavel pejalaedo de promotores virais e celulares é
codificada pelo gene X. (PASEK, et al., 1978; GAERT, et al., 1979; VALENZUELA, et
al.,1982; ONO, et al., 1983; GANEM & VARMUS, 198Z0O0OPER, et al., 2003). As fases de
leitura S, C e X sdo sobrepostas ao gene da pelsadiP), o qual perfaz cerca de 75% do
genoma (SHELDON, et al., 2006). A polimerase do HBMe agir como transcriptase reversa,
para sintese da cadeia negativa de DNA a partiRNé& gendémico, ou como polimerase
endégena (GHANY & LIANG, 2007), conforme Figura 3.
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Figura 2: Figura representativa da particula do HBV. Gen@N&#\, Polimerase e as proteinas
do HBsAQ: pequena (S), Média (S+Pré-S2) e GrantlErgS2+Pré-S1).

Fonte: www.people.rit.edu/japfaa/infections.html

O HBV nao se replica em linhagens celulares coatinumas somente células de
primatas podem ser empregadas para replicacaq@ifdILE, et al., 1994). Algumas linhagens
humanas tais como, HepG2, HuH6 e HuH7 de hepat@@agermissivas a replicacdo do HBV
somente quando transfectadas com o genoma virahdio (TSURIMOTO, et al.,, 1987,
SELLS, et al., 1988). Entretanto, recentemente desenvolvida uma linhagem celular,
HepaRG, de hepatoma humano, que é suscetivelagdiaf@elo HBV (GRIPON, et al., 2002).

O sitio de replicacdo do HBV é o figado e as célalao sdo os hepatdcitos.



Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do HBV. @gedo HBV é constituido por
uma molécula circular de DNA com duas cadeias: eomapleta (-) e outra parcialmente
incompleta (+). Quatro regides de leitura abert&CfS e X), que apresentam zonas de

sobreposicéao. Fonte: www.uni-kiel.de/infmed/reskedmtdt

O gene pre-S/S inclui as regides pré-S1, pré-§xem trés codons de iniciagdo em uma
mesma fase de leitura, conforme Figura&B (YOKOSUKA & ARAI, 2006; GERIN, et al.,
1971; GERIN, et al., 1980; HEERMANN, et al., 1984ACHIDA, et al., 1984; WONG, et al.,
1985; PERSING, et al., 1985).

A maior das proteinas sintetizada a partir do @iioncodon de iniciacdo (pré-S1) é
denominada proteina grande lawge S com 400 aa apresenta peso molecular de 39 kDa
(forma nédo glicosilada - P) ou 42 kDa (formeggilada - GP). As duas outras proteinas
sintetizadas a partir das regides pré-S2 e S spectvamente denominadas de proteina média
oumiddle S com 281 aa e peso molecular de 33 kDa (GP) diD36(GP); e proteina pequena
ousmall S com 226 aa e peso molecular de 24 kDa (P) olD27(&P).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos dominios das a®oteinenvelope do HBVAJ;
topologia da membrana das proteinas do envelogeéBi4B). Fonte: http://www.molecular-

virology.uni-hd.de/rsr/hbv/1_morphology-and-genongamization.htm

Cada uma das trés proteinas € encontrada nofeorgndo o HBsAg em trés formas
isoméricas, diferindo assim, somente na auséncia glieosilacdo ou presenca de

monoglicosilacao ou diglicosilacao (Figura 5).
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Figura 5.Representacdo esquematica das proteinas sintstizelds regides pré-S1, pré-S2 e S.
Fonte:http://www.molecular-virology.uni-hd.de/rdsitil_morphology-and-

genomeorganization.htm



A proteina S é uma glicoproteina de 226 aa e éncipal componente do HBsAg. Ela
se encontra ancorada a membrana do reticulo estofii@o, provavelmente através de quatro
seguimentos transmembranar (TM1-TM4). O TM1 estalipado na por¢do amino-terminal da
proteina (residuos 4 a 24), é seguido poraop citosolico (residuos 24 a 80) englobando um
epitopo para células T (CHISARI & FERRARI, 1995kegmento TM2 (residuos 81 a 100), e
um loop antigénico (residuos 101 a 164), voltado paran@hido reticulo endoplasmaético, que
contém o principal epitopo para células B, o detente a (residuos 124 a 147)

(GAVILANES, et al., 1982), conforme Figura 6.
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Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura do HBs®\@nthoacidos (aa) marcados

correspondem ao determinante antigénico “a” (adiaptie JEANTET, et al, 2002).

A heterogeneidade sorolégica do HBsAg foi estaliddeem 1976 ( LE BOUVIER,
1971; SOULIER & COUROUCE-PAUTY, 1973; COUROUCE, at, 1976, COUROUCE-
PAUTY, et al.,, 1978). Todos os sorotipos conhecidositém um determinante comum
denominado de e outro de cada determinante mutuamente exclubpew/r e/ouq (+ ou -).
Assim, dez diferentes subtipos de HBsAg sé&o codbscaywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2,



adw4, adw4q, adrq e adrq” (ALAN & FABIEN, 2007). No Brasil, os subtipos mais
comumente encontrados s@am2, ayw3, ayw4, adw2 e adw4 (GASPAR & YOSHIDA, 1987).
Os subtiposadw?2 e adw4 sdo mais predominantes na Regido Norte. No Noraesgbtipo
adw2. No Sudeste séo encontrados os subige® e ayw3. Na Regido Sul, os subtipagw3 e
ayw2 sdo predominantemente mais encontrados. No Cemste(¢ encontrado o subtigdw?2
(GASPAR & YOSHIDA, 1987).

Fundamentada na divergéncia de seqiéncia nudteptas diferentes cepas de HBV
foram classificadas em quatro grupos gendmicosgdados de A-D, comparando-se a
sequéncia genbmica completa de amostras do HBYhadgs de pacientes do Japédo, Indonésia,
Estados Unidos, Franca e Nova Guiné (OKAMOTO, efl@88). Posteriormente, tomando
como base um estudo onde o genoma completo dasrasipsrtencentes aos genotipos acima
foram sequenciados, foram entdo propostos outrds denotipos designados de E-F
(NORDER, et al., 1992, 1994). Sendo assim, seipagude A-F foram entdo estabelecidos
(OKAMOTO, et al., 1988; NORDER, et al., 1992). Rogirmente, dois novos genotipos foram
identificados, ampliando a classificagdo gendmana ito gendtipos, de A-H (STUYVERt
al., 2000; ARAUZ-RUIZ et al.,2002). Devido a uma grande diversidade intra-gpiuatj
alguns gendtipos foram divididos em subgenoétipasgéndtipos A em subgendtipos Al, A2 e
A3 (BOWYER et al., 1997; KRAMVIS et al., 2002, KURBIOV et al., 2005) os genotipos B
em B1, B2, B3, e B4 (SUGAUCHI et al., 2004), os@égos C em C1, C2 e C3 (HUY, et al.,
2004), os genotipos D em D1, D2, D3 e D4 (NORDERI.¢ 2004) e os gendtipos F em Fla,
Flb, F2, F3 e F4 (DEVESA et al., 2004). No Brassifudos tém demonstrado a ocorréncia
variada dos genétipos em diferentes regides (SITKtKal., 2004). Dentre os ja encontrados,
temos o0 B, C, D e F, e recentemente um caso isaadé em um viajante paulistano que
percorria paises da América Latina, Africa e Eur(@aNIK, et al., 2007). Estudo feito com
amostras de soro HBsAg positivos de doadores dgusate cinco regides do Brasil mostrou
maior predominancia do gendtipo A no pais. Os gpostA, D e F sdo 0s mais prevalentes
encontrados nas cinco regidoes brasileiras (MORAES3l., 1996, TELES, et al., 1999; DE
CASTRO, et al., 2001; ARAUJO, et al., 2004, MELL# al., 2007).



1.2.Epidemiologia

A hepatite B € um dos grandes problemas de salslesowedades. A Organizacao
Mundial de Saude - OMS estima que cerca de ddifddl de pessoas ja tiveram contato com o
HBV, tornando-se, em mais de 350 milh6es de porésderonicos (OMS, 2009).

A prevaléncia do HBV (Figura 7) varia bastante s areas geograficas mundiais e as
diversas populacdes. Podemos distinguir essas deeasordo com trés principais padrées de
endemicidade: alto (prevaléncia de HBsAg, acim8¥¢, intermediario (prevaléncia entre 2 e
8%) e baixo (menos que 2% da populacdo possui HBEBBOSHEIDE & VAN DAMME,
1996, BANKER, 2003; LAVANCHY, 2004).

HEBsAg Endemicity § )
B 2% and above - High

B 2% - 8% Intermediate
B Below 2% - Low

Figura 7. Distribuicdo Mundial HBsAg - Fonte: OMS

No Brasil ocorrem areas de alta prevaléncia naaBaAohazbnia e focos em regides
como oeste do estado de Santa Catarina e certas rorais no estado do Espirito Santo e
Minas Gerais. As zonas de prevaléncia intermedgiiem-se em cidades do nordeste, centro-

oeste e sudeste e regides de baixa prevaléncensaatradas no sul do Brasil. A regido sul que
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sempre teve 0s menores indices, apresentou suiesegom prevaléncia intermediaria a
elevada do HBsAg, tais como, as regides de Fram@isttrdo-PR, Cascavel-PR e Chapeco6-SC,
(SOUTO, et al., 1999; BRASIL, 2002).

1.3.Programa Nacional de Imuniza¢cfes — PNI no ambito doontrole da hepatite B

O Programa Nacional de Imuniza¢gbes-PNI tem se amstum programa ativo e bem
sucedido, que tem melhorado a qualidade de vidaogaulacdo pelo uso da mais efetiva
estratégia de prevencéao e controle de doencagio$éas, que € a vacinagdo (BRASIL, 2003).
O Quadro 1 mostra alguns dos principais acontedsehistoricos relacionados a vacinacao
contra o HBV no Brasil.

Quadro 1 - Principais acontecimentos historicos relaciosaoacinacdo contra o HBV no
Brasil. Fonte: Brasil, 2003.

DATA ACONTECIMENTO

1991 |A OMS recomenda a inclusdo da vacina contra a hepAt(produzidaa partir de
particulas ndo infecciosas purificadas do plasmadigiduos com infec¢do aguda p
HBV contendo o HBsAQ) nos programas nacionais acina entra no calendario bas
do Amazonas para menores de um ano de idade.

1992 | A vacina contra a hetite B produzida por engenharia genética (En-B) passa a s
adquirida no Brasil e faz parte do calendario lmada& Amazénia Legal, Parand, Espi
Santo, Santa Catarina e Distrito Federal para merae 5 anos.

199 | A vacina contra a hepatite em sua oferta ampliada aos profissionais de sadidetd|
privado, bombeiros, policiais, militares, estudantele medicina, odontolog|
enfermagem e bioquimica.

199t | A vacina contra a hepatite B é implantada no Desfederal para menores de um an
idade.

199¢ | O Instituto Butantan desenvolve um projeto e ini@igproducdo industrial da vaci
contra a hepatite B por engenharia genética; Redab das recomendacdes pal
vacinacao contra a hepatite B; Ampliacdo da ofdaavacina contra a hepatiB pard
toda a populacéo brasileira menor de 1 (um) aniolatke, com excecéo dos estado!
Amazoénia Legal, Espirito Santo, Santa Catarinaari®ae Distrito federal, onde a ofe
passa a ser aos menores de 15 anos de idadeiVagdetdessas novascomendacde
apenas acontece em 1998.

1997 | O pais tem a vacina nacional contra a hepatitdriice a implementacéo, conforme
recomendacdes definidas em 1996; campanhas deagdoircontra a hepatite p;
odontélogos, estudantes de odontologia e asesl A iniciativa para a vacinagao Infa
define um plano estratégico para o controle glafativo da hepatite B mediantg
implementacdo das vacinas em todas as regidef@bé 2

200C |A vacina contra a hepatite B tem sua oferta amplipdra menort de 20 anog
gradativamente até 2003 em todo o Pais (30% em 2004 em 2002 e 40% em 2003).

A vacinacao contra o HB¥ a maneira mais eficaz na prevencéo da infecqadaagu
crénica(ZY, 1985; ANDRE , 1989; CDC, 1991). E indicada de faramiversal para todas as
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criancas, adolescentes até 19 anos e para adwttengentes aos grupos de risco: poli-
transfundidos, pacientes submetidos a didlisejgsiohais de saude, contactantes domiciliares
com o portador cronico, parceiro sexual do portatténico, usuarios de drogas injetaveis,
pessoas de vida sexual promiscua e imigrante des &@edémicas (CDC, 2000 e 2002a,
AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2000).

A prevencdo da transmissao vertical € de maior lithpoia porque as infeccdes
adquiridas em idade infantil resultam em 90% de®s@m hepatite B cronica (TABOR, et al.,
1985). A vacina deve ser aplicada universalmemtgigeiramente, logo apds o nascimento, nas
primeiras 12 horas de vida (BRASIL, 2004).

1.3.1. As vacinas contra a hepatite B

A primeira vacina contra a hepatite B foi produzidpartir de particulas ndo infecciosas
purificadas do plasma de individuos com infeccaalagelo HBV contendo o HBsAg, através
de um processo onde todas as particulas infeccresatuais eram inativadas. Esse tipo de
vacina, licenciada em 1981, amplamente usada nsemg@o da infecgdo pelo HBV,
apresentava varias desvantagens para os produénries, elas, o plasma adequado para a
producdo tinha um fornecimento restrito nas areasbdixa endemicidade onde estédo
localizados os principais fabricantes das vacieass procedimentos utilizados na manufatura
das vacinas (purificacao, inativacao e testes pgaldos) encareciam o produto.

Em meados da década de 80 surgiram as primeaemas contra a hepatite B
utilizando-se DNA recombinante produzido em levaduiQuadro 2) (VALENZUELA, 1982).
Os primeiros ensaios clinicos foram realizados &8v1le em 1986 foi licenciada a primeira

vacina humana contra a hepatite B, utilizando-secaologia de DNA recombinante, para uso

®
geral da populagédo (GROTTO, 1998). Essa vacinddnominada Recombivax-HBroduzida
pela Merck Sharp and Dohme (MSD). Em 1989 uma neaeina utilizando a mesma

®
tecnologia, denominada de Engerix-@ Smith Kline Beecham (SKB), também foi licenciada

Uma terceira vacina, de mesma tecnologia, prodyziiia Instituto Pasteur, denominada Gen

®
Hevac B foi posteriormente licenciada na Franca (GROTT@®8).
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Na formulacdo da vacina recombinante contra a hepBt o HBSAg encontra-se
adsorvido ao adjuvante, hidroxido de aluminio, quggel principal é potencializar a resposta

imunoldgica, podendo conter ou ndo timerosal comegyvante (CDC, 2000).

As vacinas que contém adjuvante sao sensiveisraeleanento. O congelamento reduz
a poténcia dessas vacinas pela quebra da ligag@oosnantigenos e o adjuvante (DIMINSKY
1999). Atualmente existem vacinas contra a hepBtit@onovalentes e combinadas com outros
antigenos. As combinadas sdo DTP-HepB, DTP- Hep+ HepB-Hib, contra a Hepatite B
com a vacina da poliomielite inativada (IPV) paraepatite A e B (OMS, 2001). Estas vacinas
combinadas ndo sdo usadas geralmente em programasudizacdo de rotina, somente em
programas especiais nos Centros de Referéncia Iparaobioldgicos Especiais - CRIES
(BRASIL, 2001; OMS, 2001).

O esquema basico de vacinacao é constituido dddses, com intervalos de 30 dias da
primeira para a segunda dose e 180 dias da primpaieaa terceira dose (0, 1 e 6 meses). Se a
vacinacao for interrompida, ndo € necessario recaneesquema, apenas completa-lo.

Em relacdo a posologia, ha uma dependéncia indikideonsiderando-se idade,
condicbes de saude, imunodeficiéncia e a vacinagéal, a dose recomendada para criancas é

a metade daquela recomendada para adultos.

As vacinas tém eficacia de 80% a 100% em preveinifeacao pelo HBV ou a doenca
clinica naqueles que recebem o esquema completaciteacdo (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2000, CDC 2002, WONG, et al.,1994).reta#nto, com a idade, ocorre queda da
imunogenicidade e aos 60 anos, aproximadamenteaspeerca de 75% dos vacinados
desenvolvem anticorpos protetores. Os titulos de-HBs considerados protetores séo
superiores a 10 mUl/mL (CDC, 2002a).

1.4. Controle de qualidade da vacina contra a Hepi¢ B no Brasil.

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade emdd8a- INCQS, criado em 1983, é o

orgao responsavel pelo controle da qualidade dasasusadas no PNI.
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A metodologia empregada no controle da qualidadeadma contra a hepatite B segue
recomendacdes técnicas da OMS e monografias fapéimes (OMS, 1989; Farmacopéia
Bras., 2004).

Os testes normalmente requeridos para o controdgialadade em amostras de lotes finais
de vacinas podem ser classificados em ensaio®djsiguimicos e bioldgicos tais como:
aparéncia, esterilidade bacteriana e fungica, agédi da poténcia através de ensaiosvo ou
in vitro (isto é,usando o ensaio imunoenziméatEonzyme-linked immunosorbent as§dySA),
conteudo de endotoxina bacteriana através de LAlleste de pirogénio, avaliagdo do conteudo
do tiomersal e o do hidroxido de aluminio usadoeadjuvante.

Historicamente, o ensaio de poténcia da vacina &do realizado baseado na
imunogenicidade da vacina usando um engaioivo. O ensaio consiste na inoculacdo de
diluicbes seriadas da vacina em analise e da vaefeeéncia, em 180 animais camundongos
Balb/c (fémeas) de 3-4 semanas de idade, sangfirddoal apés 28 dias de inoculacdo e a
realizacdo de ELISA, para avaliagdo da soroconwemfiaveés do numero de animais
respondedores ao antigeno HBsAg, com a producaatdmrpo anti-HBs (OMS, 1989).

O ensaio de poténcia vivo foi implementado como ensaio de rotina no INCQS em
1996, mas foi, gradativamente, substituido peloaiengn vitro (OMS, 1989 e 1999;
Farmacopéia Bras. 2004). Os ensaios imunoenzinsé@o igualmente apropriados para testes
de poténcias comparativas ou relativasde amosteadoteés de vacina (TIJSSEN, 1993;
MARTINEZ, et al., 1999; NEREY, et al., 1999).

A poténcia relativa também pode ser determinadevég da determinacdo do contetdo
antigénico pelo método de avaliagaovitro. O métodan vitro pode ser realizado através do
uso dekit ELISA comercial ou desenvolvidm housepadronizado e validado conforme os
parametros estatisticos descritos para a validdeaoetodologia para biolégicos (DESCAMPS,
et al., 1999; OMS, 1999; MARLIES, 2001).

Desde a implementacdo das metodolograsvivo para avaliacdo imunogénica das
vacinas, usando animais Balb ¢/ haplotipo H2d, & mein vitro, pela avaliacdo antigénica
através da quantificacdo do antigeno HBsAg, quenalises da poténcia das vacinas tem sido
feitas através de conjuntos de reagentes conmerdidts comerciais para deteccdo do anticorpo
anti-HBs ou do antigeno HBsAg, de amostras cliniadaptados para avaliacdo dos soros dos

animais pos vacinados ou pela quantificacdo dgembi HBSAg nas amostras de lotes finais
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recebidas para analises no INCQS. Entretanto, @wdor um processo de descontinuidade de
producao desses kits, necessitamos novamente lielesianento de escolha, padronizagéo e
validacao de outros kits. Essas novas padronizaz@afidacdes envolvem o desenvolvimento
de vérios protocolos para definicdo de novas cueasoncentracdo, para cada uma das vacinas
produzidas pelos diferentes produtores, gerandmagande perda de tempo, aumento de custo
e atraso na liberacdo dos resultados dos loteseansenalisados e liberados para o PNI. A
solucdo mais adequada para essa situacdo serisenvdvimento de ELISAn house com
especificidade, rapidez e seguranga, usando gmbis@nti-HBs monoclonais (MAbs do inglés

monoclonal antibodyou policlonais.

1.5. Sistema de leveduras para expressao de protgrheterdlogas

A utilizacdo de leveduras para expressao de paddiaterdlogas proporciona vantagens
com relacdo aos sistemas de expressdo em prosanwiocipalmente pela facil manipulacédo
genética associada ao crescimento rapido em megoscultivo relativamente simples,
permitindo a expansdo para a producdo de proteimagscalas industriais. Inicialmente, a
producdo de proteinas heter6logas em levedurasestabelecida com a utilizacdo de
Saccharomyces cerevisjaentretanto, algumas limitacdes sdo encontradas @aiso dessa
cepa de levedura (GELLISSEN, et al.,, 2005). Maiseméemente, leveduras metilotréficas
capazes de crescerem utilizando metanol como Udoide de carbono séo utilizadas como
poderosos sistemas de expressdao. Como exemplo tdarsenula polymorpha a Pichia
pastoris.A cepaPichia pastorisproporciona a expressdo de proteinas com modigsapds-
traducionais, como a glicosilacdo e adicdo de poditesulfidicas, além de secretar as proteinas
heter6logas de forma soltvel no meio, simplificardapas de purificagdo (CEREGHINO &
CREGG, 1999). Modificacdes poés-traducionais de ginais realizadas erRichia pastoris
representam a grande vantagem deste sistema desg&@r o processamento do peptideo sinal,
a formacgéo de pontes dissulfidicas, a adicdo desckpidios, a realizacdo de tanto N-quanto a
O- glicosilacdo (DALY & HEARN, 2005). No entanto,capacidade de glicosilar é limitada,
sendo que apenas residuos de manose sdo adiciamadogylicosilacdo e no nucleo da N-
glicosilacdo. Tal padrdo difere do observado neogliagdo de proteinas humanas nativas, por
exemplo, onde uma variedade de agucares, inclugathrtose, n-acetilgalactosamina e &cido
sidlico, é adicionada. Entretanto, em relac&aecharomyces cerevisjaePichia pastorisndo

possui tendéncia de hiper-glicosilaco e realizdigdo de manoses terminais por ligagbes 1,2 e
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ndo 1,3, como &accharinyces cerevisiaa qual € considerada alergénica (CEREGHINO &
CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000). Por isso a deaia pastorispara expressao de proteinas

heterélogas € o melhor recurso devido a segurangaotucdo em larga escala e com estruturas
semelhantes as proteinas nativas. As proteinasamtas desta cepa possibilitam o uso no

diagnéstico e na a producao de vacinas.
1.6. Ensaio imunoenzimatico ELISA

O método imunoenzimatico (ELISA) € muito aproprigdoa prova de rotina; € sensivel
especifico, de elevada precisdo e exatiddo, dedenpara facilitar o estudo de um grande
namero de amostras simultaneamente.

O principio basico da reagdo de um ensaio ELISA es propriedade que as proteinas
(os anticorpos ou antigenos) possuem de serenméadié adsorvidos a superficies sélidas,
dentre elas, as plasticas. A partir do momentouwjunelos compostos (anticorpo ou antigeno)
encontra-se imobilizado, a separacdo entre os cstopague se ligaram e 0s que estdo livres
pode ser feita por sucessivos processos de lavatgeptaca (Figura 8). O resultado de um
ELISA é uma reacdo cromogénica que pode se avapath simples observacdo ou por
espectofotdmetros especificos (TIJSSEN, et al. JI9IBRTINEZ et al.,1999).

Samal
Substrato
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-vf'"”
ﬁ Anticorpo

Antigeno geoundario ligado
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o IETLEE LTS

Fase =solida

Figura 8. Representacao esquematica do ensaio ELISA tipugare.
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1.7. Padronizacéo e validacdo de ensaios analiticos

A padronizacao do ensaio analitico seguido da agdid do método e a homogeneidade
dos reagentes quimicos e biolégicos sdo elementpeescindiveis para o alcance de bons
resultados. Para padronizar um ensaio é necestgganinar as condi¢des de trabalho 6timas
dos reagentes quimicos e bioldgicos, a temperaturdempo de incubacdo em cada etapa, a
diluicdo das amostras e a preparacdo dos padré@st®les, entre outros aspectos. Com uma
padronizacdo adequada se consegue chegar a Otianémgiros no ensaio. Os distintos
parametros analisados durante o processo de \@hd&p sé nos permite qualificar a técnica
padronizada como também concluir a necessidadeoddicacdes através da re-padronizacao
do método. A validacdo é o processo estabelecido gi#tencdo de provas convenientemente
documentadas e demonstrativas de que o métodaciéestd para produzir resultados previstos
dentro dos valores definidos.

Diferentes métodos de analise requerem diferesigseenas de validacdo. No presente
trabalho foi utilizado esquema que se refere a dodtoanaliticos para quantificacdo do
componente ativo em produto acabado seguindo aginseg parametros: Especificidade,
Limite de Deteccao-LD (sensibilidade), Limite de atificagdo-LQ, Linearidade, Precisao,
Exatiddo e Robustez, conforme preconizado em codip€roficiais (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONISATION, 1996; FOOD AND DRUG AMNNISTRATION,
2001; ANVISA, 2003).

1.7.1. Especificidade

A especificidade é a capacidade que o método paksumedir exatamente um

determinado composto em presenca de outros comigsnen

1.7.2. Limite de deteccéo-LD (sensibilidade)

O limite de deteccdo-LD do método é definido caamooncentragdo minima de uma

substancia medida e declarada com 95% ou 99% diaicga de que a concentracdo do analito

€ maior do que zero. Para a validacdo normalmeswdicédente fornecer uma indicacéao de nivel
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superior ao da deteccdo seja negativa, calculatdampédia do controle negativdorancd
adicionado de triplicata do desvio padrdo. A matazamostra usada para determinar o LD deve
ser identificada.

1.7.3. Limite de Quantificacdo-LQ

O limite de quantificacdo-LQ € a menor concentraghh analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatidaeeigio. Pode ser considerado como sendo a
concentracdo do analito correspondente ao valorétha do brancd adicionado de 5, 6 ou 10
desvios-padrao a depender da variabilidade do deswréo do teste.

1.7.4. Lineariedade

A lineariedade é a capacidade de uma metodolaggditima de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionaisnaentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Recomenda-se queeariedade seja determinada pela anélise

de, no minimo, cinco concentracdes diferentes.

1.7.5. Precisao

A precisdo é o grau de concordancia entre sfpsdt de medicOes independentes, em
torno de um valor central, realizada varias vezesuga amostra homogénea, sob condi¢bes
experimentais pré-estabelecidas. Recomenda-se léacéea da precisdo em dois niveis:
repetitividade do método e reprodutibilidade irgbaratorial (precisédo intermediaria), variando

0 analista e um minimo de dois dias diferentes.
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1.7.6. Exatidao

A exatiddao de um método analitico € a proximiddoe resultados obtidos pelo método

em estudo em relacdo ao valor verdadeiro.

1.7.7. Robustez

A robustez de um método analitico € a medida decapacidade em resistir a pequenas

variacfes dos parametros analiticos.
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2. JUSTIFICATIVA

O ELISA em questdo estabelece uma diretriz metgitdoS estratégica que visa
substituir os kits comerciais de deteccdo de HBpAp avaliacdo de poténcias das vacinas
contra a hepatite B usadas na populagéo brasileira.

O laboratério de tecnologia de anticorpos monodtor@ATAM) do Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos (BioManguinhos) pessn banco de anticorpos monoclonais-
MAbs que abrange varias doencas como AIDS, hepAtitbepatite B, hepatite C, dengue,
sarampo e outros.

Durante o desenvolvimento de um projeto institugipeoordenado pela Dra. Marcia
Terezinha Baroni de Moraes e Souza, quatorze MAbdHBs foram caracterizados, quanto a
especificidade para o HBsAg e perfil isotipico @abse I1gG1) (VIANA, et al., 2006). Alguns
desses MADbs foram selecionados e avaliados pastabetecimento do ELISA houseem

guestao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Desenvolver e validar metodologia, tendo como alveétodo ELISA, utilizando MAbs
anti HBs para detec¢édo de HBsAg, visando a avalidedpoténcia de vacinas contra a hepatite

B utilizadas pelo PNI.

3.2. Objetivos especificos:

1. Selecionar dentre um painel de 14 MAbs anti-HBstertes no LATAM aqueles que

melhor reagem com as cinco vacinas contra a hetitilizadas no PNI,

2. Padronizar o ELISA através dos seguintes par@siettoncentracdo de recobrimento,
concentragdes das vacinas, tipo e condicbes deidto@ diluicbes do conjugado, tempo e a
temperatura, amostras de vacinas com ou sem digdocilo adjuvante hidroxido de aluminio e

agitacao da placa de ELISA.

3. Validar um ELISA para quantificacdo de HBsAg capiicacdo na avaliacao de poténcia das

vacinas contra a hepatite B utilizadas no PNI.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Parametros iniciais para a padronizacédo do EISA para quantificacdo de HBsAg em
vacinas contra a Hepatite B

A padronizacéo inicial do ELISA foi realizada comfe a descricdo dos itens a seguir.

4.1.1. Amostras de vacinas

Amostras de lotes de vacinas contra a hepatitenBendo a proteinamall Sdo HBsAg
de cinco diferentes produtores comerciais e am®sle vacinas combinadas (Quinvaxem),

enviados para o INCQS para controle de qualidateazenadas a 4°C foram utilizadas neste
estudo, conforme Quadro 2.

Quadro 2 -Vacinas***utilizadas pelo PNI*** — Brasil e avaliadas quana poténcia pelo

INCQS
Vacina Produtor Levedura utilizada para expressao
Butang (subtip@dw, Instituto Butantan Hansenula polymorpt
Séo Paulo, Brasil
Engerix B (subtip@adw,, Glaxo Smithkline Saccharomyces cervis
Rixensart, Bélgica
Euvax B (subtipadr) LG Chemical, Seou Saccharomyces cervis
Coréia
Hepava-gene ( subtipadr) Green Cros Hansenula polymorpt
Corporation-Coréia
Heberbiova-HB ( subtipa HB-Heberbiote- Pichia pastori:
adwy Cuba
Quinvaxem Berna Biotech Hansenula polymorpt
(DTP- HepB- Hib) Corporation. Coréia
(HBsAg/ subtipcadr)

* - Todas as vacinas monovalentes contém somemgi@oSmallS do HBsAg (ZURINA, et al., 2007;
NGUYEN, et al., 2002; JORI, et al.., 2006; REBEDQE#t al., 2006).

** . A vacina Quinvaxem é uma vacina combinada amrcomponentes da hepatite B (HBsAg) e os
componentes da vacina contra Difteria (toxdideédifb-D), o Tétano (toxdide teténico-T), a coqubkic
(Pertussis-P) e meningite causada pElaetophilus Influenzatpo b). O componente HBsAg € do
mesmo produtor da vacina Hepavax-gene (Green Qagmration-Coréia).

*** - O PNI segue procedimentos de aquisicdo gabiizam a utilizacdo de uma ou mais vacinas.
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4.1.2. SDS-PAGEsodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) emdigdes redutoras foi realizada com
volumes de 1,0 mL/2@) de amostras de vacinas submetidas a centrifugdgé&@® xg) por 15
minutos. Foram realizados os descartes dos solaetesde 0s precipitados resuspendidos com
200 pL de tampao Tris 1M pH 6,8 e a seguir guardado¥aadé o momento do uso (solucdo
estoque). Foram retirados R0 da solugédo estoque (21Lg), e adicionados a mefnpd. 2le
tampao Tris 1M pH 6,8 e 20L do tampao de amostra (Tris 1M, pH 6,8, SDS 2086eml,
azul de bromofenol e agua destilada). As amostrasif incubadas em banho-maria a 95°C por
5 minutos e transferidas imediatamente para bamhgetb até o momento de uso. Foram
aplicados 1L de cada amostra (0,5uQ), de vacina nas cavidbulgsl e 1QuL do tampéao de
amostra nos pocos vazios. Os géis foram submedidiosa corrente constante de 200 volts por
aproximadamente 30 minutos. Apés o procedimentgéasforam lavados com agua destilada

e corados com prata conforme descrito por MICHAEQ?.

4.1.3.Western blot

Amostras de vacinas conforme descrito no item 4drdm submetidas a SDS-PAGE,
conforme item 4.1.2. As proteinas foram transferigar 40min a 16 V para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad) usando um sisteseai-dry(BioRad) e a seguir foram bloqueadas com
tampdo de bloqueio (PBS-T contendo 5% de leite atadn) por 18hs a 4°C. Lavagens
utilizando PBS-T foram realizadas e a seguir comtc@rpo primario foi utilizado o soro de
coelho anti-HBs policlonal diluido 1/100 em tamp® bloqueio por 2 horas, produzido pelo
laboratorio de Virologia Molecular a partir da ineegéo de coelhos com a vacBmithKlinee
gentilmente cedido pela Dra. Selma de Andrade GorAewostras de HBsAg obtidas de
pacientes cronicos, subti@yw3 previamente purificadas conforme descrito por M@Uet
al. (2003), foram utilizadas como controle positi¥pos lavagem do anticorpo primario, as
membranas foram incubadas com o anticorpo secundamti-IgG de coelho produzido em
cabra e conjugado com fosfatase alcalina-FA (Siguia)ido 1/1000 em tampéo de blogueio
por 1 hora. Apés os procedimentos de lavagenseasnanas foram incubadas com solucdo de
substrato para a enzima FA contendo Nitro-Bluetdnamm Chloride (NBT) e 5-Bromo-4-
Chloro-3’-indolyphosphate p-Toluidine salt (BCIBpds desenvolvimento de cor, as reagdes

foram interrompidas com agua destilada.
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4.1.4. MADbs anti-HBs

Durante o desenvolvimento de um projeto institugioem BioManguinhos-Fiocruz,
guatorze MADbs anti-HBs foram caracterizados quait@specificidade para o HBsSAg e
determinacgéo do perfil isotipico, sendo identifieaadomo subclasse IgG1. Destes, oito MAbs

anti HBs foram selecionados para o estudo.

4.1.4.1. Obtencao dos fluidos asciticos contendoMAbs anti-HBs

Os fluidos asciticos contendo os MAbs anti-HBsglesilos CH7, AG9, CG2, AE3, BD12,
IC2, IA4 e CHB6, obtidos através da imunizacdo amundongos a partir doool de plasma
humano contendo os subtipos do HBssyw3 e adw2, previamente caracterizados (VIANNA
et al., 2006), foram produzidos pelo LATAM (Qua&jo
Quadro 3. Caracteristicas das reatividades dos anticorpo®atonais por ELISA .

Anticorpos Reatividade dos MAbs com o paine
monoclonais-MAbs de diferentes subtipos do HBV
(subclasse Ig@)*
CH7 Adw,,adw4,ayw2,ayw3,ayw4 e ad
AG9 Adw,,adw4,ayw?2,ayw3,ayws e ¢
CG2 Adw,,adw4,ayw2,ayw3,ayw4 e ¢
AE3 Adw2,ayw2,ayw.
Ayw4 e adr (+/-)
BD12 Adw,,adw4,ayw?2 e a
IC2 Adw2,ayw?2,ayw
ayw4 e adr(+/-)
IA4 Adw2,ayw?2,ayw
ayw4(+/-) e adr
CH6 Adw,,adw4,ayw?2,ayw3,ayw4 e ¢

4.1.4.2. Quantificacdo da concentracdo protéica @mitdos MAbs anti-HBs

Cada fluido ascitico correspondendo a cada um dtws MAbs utilizados na

padronizacdo do ELISA, identificados no Quadro @&arf quantificados antes e apés a
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purificacao para determinacdo da concentracaoipadigtal utilizando o método de Lowry com
albumina bovina, como padréo de referéncia quantatdPETERSON, 1983), através dit

comercial Bicinnchoninic Acid Protein Assay (SIGMAggundo recomendacao do fabricante.

4.1.4.3. Purificacéo dos fluidos asciticos contends MAbs anti-HBs

O kit Affi-Gel Protein A MAPS Il (BioRad, USA) foi utiiado para purificacdo de
volumes determinados de cada fluido ascitico, dedaccom recomendacdes do fabricante e
com pequenas modificacoes (MOUTA et &003). Para cada fluido ascitico correspondendo a
cada MAb anti-HBs, os seguintes procedimentos faaguidos: os fluidos foram diluidos 1:2
em tampdao de ligacAdAPS Il (BioRad, USA) e filtrado em mini filtro de 0,45 mécMillex-

HA (Millipore, USA). Um volume apropriado de acordom a concentracdo protéica total de
cada fluido ascitico, de resina de cromatografiaafieidade contendo proteina A foi
empacotado em uma mini coluna, que foi entdo laeadquilibrada, com o tampéao de ligagao
MAPS II. Os fluidos asciticos foram aplicados néuesa e um fluxo sob presséao, utilizando
bomba peristéltica (BioRad, USA) correspondendo,5anll/min. A coluna foi lavada com
tampéo ligacddAPS Il e a seguir 15 fragdes de 1,0mL foram coletadasersidade Optica
(DO) de cada fragcéo foi avaliada em espectrofot@mat280nm. A pureza das fracdes foi
avaliada em gel SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) aplicarmiyca de 5ulL de cada fragdo com DO
acima de 1,5 e os géis foram corados utilizandorantecoomassie blugpreparado conforme
instrucdes do fabricante (BioRad, US&ada volume de anticorpo purificado foi diluido 1:2

em glicerol e estocado a <20

4.1.4.4. Conjugacao do MAb AG9

A conjugacao do MAb AG9 com a enzima peroxidasedalizada usando kit comercial
SureLink HRP conjugation (KPL, USA), segundo reeadnac¢des do fabricante.
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4.1.5. Parametros utilizados no desenvolvimento daotocolos para a padronizacdo do
ELISA

Para a realizagcdo da padronizacdo do ELISA dirata p quantificagcdo do HBsAg,
foram utilizados protocolos  desenvolvidos com reifies parametros de avaliagao:
concentracdo de recobrimento, concentracbes damasadipo e condicbes de blogueio e
diluicbes do conjugado, tempo e temperatura, aemste vacinas com ou sem dissociacdo do
adjuvante hidréxido de aluminio, incubacdo com em sgitacdo da placa. A finalidade da
padronizacéo foi selecionar em cada fase de otgéizdo ELISA a maior resposta dos valores
principais isolados ou combinados, 0s quais saegpondentes a resposta particular para o
ponto 6timo ou maximo das variaveis (leitura a #8%). Os resultados foram obtidos através
das médias das triplicatas. As apresentacfes dofiatos obtidos nos ensaios com 0 uso
desses protocolos foram feitas através de grafsmsgelhantemente entre si, para as vacinas

analisadas (Anexo 1 A e B).

4.1.5.1. Placas de 96 pocos

Foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96opade diferentes fabricantes (Nunc-
Maxisorp®, Dinamarca e Microlon® 600, Greiner Bioep Atlanta, EUA). Para a avaliagcédo das
placas foram realizados revestimentos com divezsasentracoes de MAbs e de amostras de
vacinas conforme Anexo 1A.

Um volume de 100uL/poco foi usado para todos ogemrgigs a nao ser quando indicado

especificamente.

4.1.5.2. Saturacao da placa

Apés o revestimento das placas, segui-se ao bloqims sitios ativos da placa nao
ocupados pelo MAb de recobrimento (saturacdo d=apla
Foram utilizadas diferentes solucdes para a adiala sensibilidade do ensaio para

reagentes de saturacdo conforme Anexo 1 A.
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4.1.5.3. Estabelecimento da diluicdo ideal do corgado AG9

Para o estabelecimento da diluicdo de trabalhoahjugado AG9 foram analisadas
diferentes diluicbes do mesmo, frente a difereatexentracdes do anticorpo de captura (MADb
CG2) e de vacina (Anexo 1 A). A diluicdo do condgdoi determinada pela discriminacdo da

diferenca do sinal de absorbancia entre o valdtipo® o valor negativo.

4.1.5.4. Dissociagao do hidréxido de aluminio (adyante) das diferentes amostras de

vacinas utilizadas

Como o AI(OH)3 impede a quantificagdo correta dtigeno vacinal, ensaios foram

feitos também usando as vacinas apoés dissociacAl{@nbl)3.

Resumidamente, foram feitas misturas de volumesisg(00uL) de amostras de
vacinas em analises contendo 20ug/mL e solucaasdeaihcdo do hidréxido (PBS contendo
Diethanolamina-DEA (Merck) a 2,5% e triton X100 (e a 0,2%). As misturas foram
incubadas a temperatura ambiente, por trinta msneitoentrifugadas por 10 segundos a 281x
para precipitacdo do hidréxido de aluminio dissdbeiaOs sobrenadantes foram retirados e

usados conforme descrito no Anexo 1 A e B.

4.1.6. Protocolo padronizado de ELISA para quantitacdo de HBsAg em vacinas contra a

hepatite B.

Para realizacdo do ELISA, foram revestidos os patas placas de 96 pocos (Nunc
Maxisorp, Denmark) com a concentracdo de 8ug/mLMib CG2 diluido em tampéo
carbonato-bicarbonato (50mM, pH 9,6) e incubadas3paminutos a 37°C e 4°C por 18 horas.
Apoés o periodo de incubacédo, as placas foram bémtasecom 100uL de PBS/BSA a 3% e
incubadas por 1 hora a 37°C, com agitacao a 6§,Apoés trés ciclos de lavagens com PBS-T
a 0,05% as placas foram incubadas comulL0flas amostras de vacinas diluidas em PBS, por
1lhora a 37°C com agitacdo a 63§ Apds a incubacéo, as placas foram lavadas t@&s\@m
PBS-T a 0,05% e incubadas por 1 hora a 37°C cammcagi, com 100uL do conjugado marcado
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com peroxidase, (MAb AG9-HRP) diluido 1/2.500 emSPBpads, as placas foram lavadas trés
vezes e incubadas com 100puL da solugéo reveladoeagmzima peroxidase (tampéo fosfato
citrato e 3, 5, 3,3,5,5'-tetramethylbenzidine-TMB2M, (Sigma), e peroxido de hidrogénio,

a 30% (Merck). As placas foram mantidas ao abrytud em temperatura ambiente por 30min
e a reacao foi interrompida com a adi¢cao de 50pLadido sulfurico a 2M. A absorbancia foi

medida a 450nm com leitor de microplacas ELX @&IO(TEK, USA).

4.1.7. Teste de estabilidade

Apés a padronizacdo do ELISA, algumas placas foramestidas com o MADb,
estabilizadas e armazenadas a 4°C e a -20°C, paetiodo de seis (6) meses para avaliagdo
da estabilidade através da sensibilidade analfiaea o teste da estabilidade foram preparados
tampdes de estabilizacdo de anticorpos (solucdcadeonato-bicarbonato adicionada com
sacarose a 5% e BSA a 0,3% com ajuste do pH a Astililuicdes das concentracdes dos
MAbs foram realizadas com tampédo carbonato-bicatworpH 9,6, e distribuicdo de
800ng/100uL em cada poco da placa, que foram sekdacubadas por 30/ 37°C mais 18
horas e mantidas a 4°C, em atmosfera umida. Fag#os fos descartes dos sobrenadantes e a
distribuicdo de 200uL/poco do tampdo de estab#i@aadescrito acima. As placas foram
incubadas por 45 minutos a 37°C, seguido do desadot sobrenadante, selamento e
manutencdo nas temperaturas selecionadas pardiéatiEbaté 0 momento do uso (seis meses).
Antes da realizacdo do ensaio as placas foramaadscem temperatura ambiente, lavadas trés
vezes com tampao PBS-tween 20 (0,05%) e usadasromnfo ELISA padronizado. Os
resultados avaliados através dos valores de almsmasaobtidos no primeiro dia antes do
periodo de armazenagem (tempo zero) foram condiolereomo 100 % de sensibilidade. Os

calculos da variacao percentual da sensibilidadarfaealizados conforme a seguinte formula:

Sensibilidade %t = At x 100
Ai
Onde,
t = Amostra de reagente em teste
At = Absorbéancia obtida para t
Ai = Absorbéancia obtida antes do periodo de armagem por uma placa do lote usado no teste
de estabilidade (100%)
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4.1.8. Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variarasan@dias das triplicatas comparadas
adotando-se o nivel de 5% de probabilidade pete tsgatistico ANOVA.

4.1.9. Parametros de validacéo

Os parametros especificidade, limite de detecg@os{bilidade), limite de quantificacéo,

linearidade, preciséo, exatidao e robustez foralmados para a validagéo do ELISA.

4.1.9.1. Especificidade

Para a avaliacdo da especificidade foram utiéiga@mostras de vacinas contendo ou
ndo o HBsAg frente a amostras das vacinas comidsneom outros antigenos.

4.1.9.2. Linearidade

Para o estabelecimento da linearidade forandassamostras de vacinas (com
concentracdes baixas, médias e altas (lote 12letéote 3), com trés triplicatas. Foram usadas
cinco concentracgdes (0,2, 0,4, 0,6, 0,8.g/hL) de cada amostra em triplicata As avaliacoes
das linearidades foram realizadas através da s&grelnear pelo método dos quadrados
minimos, da determinacdo dos parametros lineagelane pela determinacdo do coeficiente
de correlacdo de variacdo das replicataR[{ > 0,98). Foram realizados testes estatisticos
ANOVA para a Analise da Variancia com teste deafalé ajuste (p<0,05 para o coeficiente

angular ndo nulo e p>0,05 para reta).

4.1.9.3. Precisao

4.1.9.3.1. Repetitividade interensaios
Para o estabelecimento da repetitividade foram assamostras de vacinas (com

concentracdes baixas, médias e altas (lote 12letéote 3), com trés triplicatas. Foram usadas
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cinco concentragbes (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 /L) de cada amostra em triplicata. Foram

calculados os desvios-padréo e os coeficienteang;do-CVs (menor que 10%) das amostras.

4.1.9.3.2. Reprodutibilidade intralaboratorial (Precisdo Intermediaria)

Para o estabelecimento da reprodutibilidade foraadas amostras de vacinas com
concentracdes baixas, médias e altas (lote 12letéote 3), com trés triplicatas. Foram usadas
cinco concentracdes (0,2, 0,4, 0,6, 0,8ug/L) de cada amostra em triplicata. Os ensaios
foram realizados com diferentes analistas. Fordoule@los as médias, as variancias, os desvios

padréo e os CVs das amostras (menor que 20%).

4.1.9.4. Limite de Deteccao-LD

Para avaliagdo do LD foram realizadas oitenta e wemeticbes utilizando como

controles negativo PBS e MADb IgG 1a anti intexfer(CANTELLI, et al., 2009), em trés
placas diferentes. Usamos o valor médio maisveggss o desvio padrao para estimar o LD.

4.1.9.5. Limite de Quantificacao

Para o estabelecimento do LQ, foi usado o valodioné@dicionado de dez desvios

padrao do padréao branco (PBS) encontrados para o LD

4.1.9.6. Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo foram usados os rdsslencontrados com o uso da faixa
de trabalho obtidos com as concentragfes de (24200, 0,8 e lg/mL) das vacinas atraves
das curvas padréo (lineariedade), onde os des@osiaverao exceder 20%. A exatidao foi
expressa pela relacdo entre a concentracdo médemittada experimentalmente e a

concentracao teorica correspondente:

Exatiddo = concentracdo média experimental

concentracao tedrica
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4.1.9.7. Robustez

A robustez foi avaliada através da utilizacdo dacges de saturacdo (PBS/BSA) com

diferentes concentragdes de reagente de satur&@¢3 e 5%).
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5. RESULTADOS

5.1. Analise por SDS-PAGE &Vestern-blot do HBsAg das vacinas contra a hepatite B

A pureza do HBsAg foi confirmada por SDS-PAGE comma banda de
aproximadamente 24 kD&ipall §, como esperado para monémeros e de aproximadaréent
kDa correspondente a forma dimera que ndo foi rédu@Figura 9). NoWestern Blota
presenca das formas mondémera e dimera do HBsAgfdirmada com o anticorpo especifico

paraSmallS (Figura 10).

kDa

64
49

Dimelns

A

37

26

19

Figura 9. Gel SDS-PAGE corado por coloracdo em prata cooregmte a analise do perfil de
proteinas das vacinas contra a hepatite B. canalgtadrdo de peso molecular BenchMark
Pré-corado (Invitrogen, |#); canaleta 2, amostra de vacina Engerix-Bu(Ocanaleta 3,
amostra vacina Euvax ({l); canaleta 4, amostra vacina Hepavax-gengijl@analeta 5,

vacina Butang (140l) e canaleta 6, Heberbiovac(d}
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Figura 10. Membrana correspondente ao resultadoVWesten Blotdo HBSAg das vacinas
utilizando o anticorpo anti- HBsAg da GlaxoSmithidi canaleta 1, amostra de vacina Engerix-
B (10ul); canaleta 2, amostra vacina Euvax(fl0canaleta 3, amostra vacina Hepavax-gene
(10ul); canaleta 4. vacina Butang (@) canaleta 5, Heberbiovac(lf), canaleta 6, tampao
amostra, canaleta 7, padrdo de peso molecular hBtwk Pré-corado (Invitrogen,uH;

canaleta 8, padrdao HBsAg.

5.2. Estabelecimento de parametros inicias para pashizacdo do ELISA para detec¢éo de

HBsAg em amostras vacinais

O volume usado dos reagentes individuais foi dg11gfibco, a ndo ser quando indicado

especificamente.
5.2.1. Placas de ELISA.

Ap6s avaliacbes com diferentes concentragcbes de sMibnte as  diferentes
concentragcdes de vacinas (pug/mL) utilizando as aglabunc-Maxisorb® (Dinamarca) e
Microlon 600 (Greiner Bio-one, Atlanta), os valoms absorbancia encontrados para a placa
Maxisorb 96 foram superiores aos encontrados paiaaa Microlon 600 (Greiner Bio-one,
Atlanta).
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5.2.2. Solucao de saturacao da placa

Foram avaliadas varias solucdes contendo reageatesturacdo da reatividade da placa
apos o revestimento por MAb (Anexo 1A), e a solug@d®BS/BSA 3% apresentou valores de
absorbancia inespecifica inferiores diferenciarel@as outras solucdes de saturacdo testadas
(dados nao mostrados).

5.2.3. Selecdo quanto a reatividade dos MADbs antiB$ para o ELISA

Inicialmente, como MAb de captura para o ELISA foravaliados oito MAbs anti-HBs
e todos reagiram com os HBsAg das trés vacinassadak (Hepavax-gene, Euvax-B e
Engerix-B). No entanto, a reatividade de alguns BIAbi menor com a vacina Engerix-B
(MAbs IC2, BD12, AG9 e AE3), com a vacina Hepagexre e Euvax (MAb BD12) e com o
controle positivo (MAb CH7) (Figura 11). O MAb BD1®i o que apresentou menor
reatividade para todas as vacinas (Figura 11).nkrselecionados como anticorpos de captura
0s MAbs CG2, CH6 e CH7.

Figura 11. Reatividades dos oito MAbs com o HBsSAg das trésnaasc

1,0 1
sOTE x
@ @ Engerix-B (vacina
© 0,6 (10pg/mL)
S X ! M Hepavax-gene
c X X X
«@ - Euvax-B
2 0,4 [
8 ’ [ ] ] m P * 'S X Cont(+)
9 L 4
< 0,2 o 2 L 4 Cont(-)
0,0 T T T T T T T 1

IA4 IC2 BD12 AG9 AE3 CH6 CH7 CG2
MADbs (10pg/mL)
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5.2.4. Avaliagcdo dos trés MADbs previamente seleciados (CG2, CH6 e CH7) como

anticorpos de captura do HBsAg das cinco vacinas

Os MAbs CG2, CH6 e CH7 foram testados como antaore captura para duas novas
amostras de vacinas (Butang e a Heberbiovac-HBpduozidas neste estudo, no entanto a
reatividade foi menor do que a encontrada paraeisas Hepavax-gene, Euvax-B e Engerix-B
conforme demonstrado na Figura 12. A reatividadezando o MAb CG2 sozinho foi igual a
reatividade utilizado o MAb CG2 combinado com oscampos CH6 e CH7 (Figura 12).

Figura 12. Resultados de reatividades dos MAbs CG2, CH6 e @Hdividual e em

combinacéo)

0,8
E
S 06 = -
2 m | B CG2 (MAbs & 5 pg/mL
.g CH6
c 047 > S— CH7
S X [ ]
= 0 Iy . X (CH6,CH7 e CG2)
@ 0, ~ X
Z X
0,0
L LT L F D
N L O S ° &S
IR (S & S
<& & e
\2@ ‘2\

Vacinas (1ug/mL)
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5.2.5. Avaliacdo das diferentes concentracdes do MAelecionado (CG2) como anticorpo

de captura frente as diferentes concentracdes deacinas

N&o houve variagdo nos valores de absorbancaivel quando diferentes
concentracdes do anticorpo de captura (MAb CG@3nfioutilizadas, mesmo frente a diferentes
concentracdes de vacina. O perfil de absorbangesaptado nas Figuras 13A-C mostra que
ndo houve diferencas significativas (p>0,05) emtsereatividades ao utilizarmos diferentes
diluicbes de MADb e concentragdes de cada vacinéisada (Butang (p=0,811), Engerix-B
(p=0,865), Euvax (p=0,776), Hepavax-gene (p=0,828)Jerbebiovac- HB (p= 0,381).

Figura 13. Resultados das diferentes concentracdes do MAD i@ capturgA - 2pug/mL),
(B -4pg/mb e(C- 8ug/mL)
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5.2.6. Retirada do hidroxido de aluminio e agitacadas placas de ELISA a 13,7 x g com

tempo de incubagéo de 120 minutos a 37°C.

Os valores de absorbancia obtidos foram superigwsndo as amostras foram

previamente tratadas para a retirada de hidrox@dalaiminio, e as placas mantidas sob agitacao
de 13,7 x g pelos 120 minutos de incubagéo a o 14).

Figura 14. Resultados obtidos com uso de amostras de vaaissa retirada do hidroxido de

aluminio com a concentracdo do MAb CG2 para cagfyurg/mL)

ncia (450nm)

r

—&—Engerix-B (Vacina

——Hepavax-gene

Heberbiovac-HB

)

0,02 0,05 0,1 02 025 05 10 15 20 40 50 6,0
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Tabela 1.Resultados de densidades éptica obtido com usondstras antes da retirada e apos

a retirada do hidréxido de aluminio

Amostras de vacinas sem o hidroxido de alumini@g/mL)
(Médias das triplicatas - DOSs)

0,05 0,25 0,5 1,0
Engerix-B 0,169 0,401 0,586 0,825
Euvax-B 0,343 0,647 0,855 0,952
Hepavax-gene 0,19 0,388 0,557 0,775
Butang 0,14 0,232 0,326 0,517
Heberbiovac-HB 0,064 0,083 0,088 0,119

Amostras de vacinas com o hidroxido de aluminigug/mL)
(Médias das triplicatas - DOSs)

0,05 0,25 0,5 1,0
Engerix-B 0,111 0,173 0,256 0,342
Euvax-B 0,156 0,282 0,349 0,458
Hepavax-gene 0,097 0,191 0,234 0,27
Butang 0,092 0,131 0,159 0,212
Heberbiovac-HB 0,061 0,087 0,093 0,098

5.2.7. Retirada do hidréxido de aluminio e agitacdalas placas de ELISA a 13,7 x g

durante um tempo de incubacao de 90 minutos a 37°C

Na analise dos resultados obtidos com os dois tem@ancubacao, de 90 (Figura 15) e
120 minutos (Figura 14) a 37°C, observamos queats/idades encontradas para o tempo de
120 minutos foram superiores para todas as vadNmentanto, as vacinas Euvax-B, Engerix-B
e Hepavax-gene foram as que apresentaram melh@ssostas para a maioria das

concentracdes usadas com o tempo de 90 minutagéFi§).
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Figura 15. Resultados obtidos com o tempo de incubacéao da ga®0minutos
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Tabela 2. Resultados de densidades 6ptica obtidos com usmmdstras apds a retirada do

hidroxido de aluminio durante um tempo de incubalg@20 e 90 minutos a 37°C.

Amostras de vacinas (ug/mL) e tempo de incubacaa ¢laca por 120minutos a 37°C
(Médias das triplicatas - DOs)

0,05 0,25 0,5 1,0
Engeri>-B 0,16¢ 0,401 0,586 0,82¢
Euva>-B 0,34: 0,647 0,85¢ 0,952
Hepava-gene 0,1¢ 0,38¢ 0,557 0,77¢
Butang 0,14 0,23 0,32¢ 0,517
Heberbiova-HB 0,06¢ 0,08: 0,08¢ 0,11¢

Amostras de vacinas (ug/mL) e tempo de incubacao @éaca por 90 minutos a 37°C
(Médias das triplicatas - DOSs)

0,05 0,25 0,5 1,0
Engeri-B 0,111 0,17: 0,25¢ 0,34
Euva>-B 0,15¢ 0,28: 0,34¢ 0,45¢
Hepava-gent 0,097 0,191 0,23¢ 0,27
Butang 0,09: 0,131 0,15¢ 0,21z
Heberbiova-HB 0,061 0,087 0,09: 0,09¢
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5.2.8. Estabelecimento da diluicdo do conjugado afiiBs AG9-HRP

Foram analisadas diferentes dilui¢cdes, do conjudg@®HRP (1:500, 1:1000, 1:2500 e
1:5000) frente a diferentes concentracbes do MAR G&ado para captura (2, 5 e 10pug/mL) e
da vacina Butang (0,04, 0,4 e 4ug/mL). As dilug@e conjugado 1:2500 e 1:5000 foram
consideradas adequadas ja que uma concentracmbheldcom a diluicdo de 1:2500 deu uma
absorcdo de 1,0 a 450nm quando a menor concentdac#®Ab CG2 de captura foi usada
(Figura 16 A, B e C).

Figura 16. Resultados obtidos com as diferentes diluicdesotjugado AG9-HRP usando trés
concentracdes do MAb de captura CG2 (2, 5 e 10ug/mL
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5.3. Padronizacdo do ELISA para detec¢do do HBsAgreamostras vacinais - resultados

finais

Iniciamos esta fase do trabalho utilizando um sdguate de fluido ascitico contendo o
MADb CG2 recebido de Biomanguinhos, o qual foi prevente purificado conforme descrito no
item 4.1.4.3 e utilizado como captura. Nesta fasabem foram utilizadas concentragfes
menores de amostras vacinais (Anexo 1B).

Amostras de vacinas combinadas (Quinvaxem: DTP-HEfi) foram introduzidas no
estudo em substituicdo as amostras da vacina Hebach retiradas para serem avaliadas com
outros parametros, posteriormente.

5.3.1.Utilizacdo de diferentes concentracdes de MAb CG2wacinas, tempo de incubacgéo a

37°C durante 60 minutos e agitacdo da placa a 63pdurante a incubagéo

Os valores de absorbancia obtidos utilizando temeoincubacdo de 60 minutos,
diferentes concentracbes de MAb CG2 e de vacinammf proporcionais as concentracoes
utilizadas. Comparativamente, os resultados obtodos as concentracdes de 2 e 8ug/mL de
MAb CG2 mostraram diferencas significativos paravasinas Engerix (p=0,03), Euvax
(p=0,01) e Quinvaxem (p=0,02) (Figura 17 A1-A5).
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Figura 17 — Resultados obtidos com o tempo de 60 minutoscgbacdo a 37°C com as

vacinas Engerix-BA1), Butang A2), Hepavax-geneA@ ), Euvax-B f4 ) e QuinvaxemAb).
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5.3.2 Utilizacao de diferentes concentracées de MAb CGEmpo de incubacéo a 37°C de

120 minutos sob agitacao de 63 x g.

Os resultados obtidos com o tempo de incubacédo®@ 8@ 120 minutos com as
diferentes concentracées de MADb foram todos sumsi@os obtidos com o tempo de 60
minutos (Figura 18A1-A5) para as cinco amostray/aignas analisadas. A comparacao dos
resultados entre as concentragdes de 2 e 8ug/mlAbdemostrou diferenca significativa apenas
para avacina Euvax (p=0,026) (Figura 18A4).

Figura 18. Resultados obtidos com o tempo de 120 minutoghcigbacdo com as vacinas
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5.3.3. Utilizac&o da concentracéo de MAb CG2, (8uglL) frente aos tempos de incubacao
de 60, 90 e 120 minutos a 37°C e agitacdo de 63 x g

Os resultados obtidos com o tempo de 90 minutosndgbacdo das placas foram
superiores aos encontrados com o tempo de 60 msifkitgura 17 A1-A5). A comparacao dos
resultados obtidos com a concentracao de 8ug/mMAle de captura com os tempos de
incubacao de 60 e 120 minutos mostraram diferesigagicantes para as trés vacinas Butang
(p=0,019), Hepavax-gene (p=0,005), Euvax (p=0,@Quinvaxem (p=0,010) (Figura 19 Al-
A5).

Figura 19. Comparacéo dos trés tempos de incubacgéo (60,120 eninutos) a 37°C com as
vacinas Engerix-BA1l), Butang A2), Hepavax-geneA@ ), Euvax-B A4 ) e QuinvaxenfA5 )
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5.3.4. Utilizacdo dos MAbs CG2, CH6 e CH7 na conugacdo de 8ug/mL (individual e

combinados) para captura de concentragdes de amoa$ de vacinas (0,1 e 1pug/mL)

Os valores de absorbancia obtidos foram proporisasaconcentracdes das amostras de
vacinas utilizadas. A combinacédo dos MAbs CG2 e (idra a concentracao da vacina Euvax-
B (0,1pg/mL) foi superior as outras vacinas (Fig2@aAl). Nao foram encontradas diferencas
significativas com o uso do MAb CG2 sozinho ou emmbinacdo com os MAbs CH6 e CH7 na
concentracdo de 1pg/mL das vacinas utilizadas @&ui, p=0,99, Engerix-B, p=0,98 e

Hepavax-gene, p= 0,99) (Figura 20 A1-3).

Figura 20. Resultados encontrados com os MAbs CH6, CH7 e 8@8/mL) individual e

combinados com as vacinas Euvax/8), Engerix-B A2) e Hepavax-gené\@)
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5.3.5. Avaliacao da estabilidade do MAb CG2 apdsvestimento e estabilizacdo no tempo

inicial (dia “zero”) e seis meses apos estocagemsrie@mperaturas de 4°C e -20°C

Os resultados encontrados para as placas ser&iladiz estabilizadas com o MAb CG2
no dia “zero” e seis meses ap0s 0 armazenameptopetatura de 4°C foram semelhantes para
as amostras vacinais Euvax-B, Hepavax-gene e B(fggra 21 Al, 3, 4 e 5). A reatividade
obtida para a vacina Engerix-B foi superior ao“dexo”, mais nao significantemente diferente
(Figura 21 A2). Para a temperatura de armazename@t€ foi observada uma alteragdo nos

valores de absorbancia para maior em relacéo gwterero” (Figura 21A1-A5).

Figura 21 (A1l- AH. Resultados de estabilidade do MAb CG2 ( 8ug/mL)
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5.3.5.1. Comparacdo da sensibilidade (%) do testébtada no dia “zero” (100%) e seis
meses apos estocagem a temperatura de 4°C.

Os resultados obtidos com a comparacdo de sedaidi (%) utilizando placas
armazenadas por seis meses a 4°C e no tempo ifd@alzero” = 100%) com as vacinas
Euvax-B, Hepavax-gene, Butang, Engerix-B e Quinwaxedicaram uma estabilidade da
sensibilidade do teste superior a 90% conformer&iga.

Figura 22. Resultados de sensibilidade (%) obtidos para plastocadas 6 meses/4°C com
placas ndo estocadas (sensibilidade = 100%)

100%

98%

96% -

94%

92% -

Sensibilidade (%)

90% -

88%
Euvax Hepavax-gene Butang Quinvaxem
Sensibilidade ap6s 6 meses a 4°C em relacdo ao'diero” (100%)

5.3.6. Utilizacdo das amostras de vacinas submetfa situacdo de estresse (4°C e a 60°C
por sete dias) avaliadas no ELISA.

Foram utilizadas amostras das vacinas mantidagmperaturas de 4°C e 60°C (durante

sete dias) com o objetivo de avaliar a existéneigdssiveis alteracdes devido a mudancas
extremas de temperatura.
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Os resultados mostraram que as alteracdes endastceam as amostras submetidas a
situacao de estresse foram reconhecidas no ELIgArE23 A-D). As diferencas encontradas
com o uso das amostras nas diferentes temperdonma® significativas para as vacinas
Engerix-B (p= 0,03), Hepavax-gene (p=0,005) e Bgtaip= 0,004). Para vacina Euvax a
diferenca néo foi significativa (p=0,06) (Figura®B, C e D).

Figura 23 (A, B, C e D).Resultados obtidos com amostras de vacinas aradagra 4°C e a
60°C por 7 dias..
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Resumidamente as condi¢cdes estabelecidas comosdiimean: revestimento da placa
com o MAb CG2 de captura com a concentracdo dén8ugsaturacdo da placa com solucéo
de PBS contendo BSA a 3%, concentracdes de va@iy0,4, 0,6, 0,8 e 1ug/mL), incubacéo
com conjugado, o MAb AG9- ligado a peroxidase &itld (1:2500), revelagdo com tampéao
substrato, lavagens com solucdo de PBS/Tween @fpa de incubacédo da placa durante 60

minutos, temperatura de incubacdo da placa a &78Gitacédo da placa a 63)x
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5.4. Validag&o do ELISA para detec¢cédo de HBsAg emmestras vacinais

5.4.1 Resumo dos resultados da validacao

Como nosso interesse era empregar uma condica@enmnt que permitisse a melhor
deteccdo de HBsAg de todas as vacinas analisadaslidos optar pelas condicbes obtidas
pelas variaveis que demonstraram os melhores adsslina fase de padronizacdo do ensaio. Os

resultados obtidos com o ensaio padronizado foisadas na validag&o (Anexo 1B).

5.4.2. Especificidade.

Foram avaliadas as especificidades através dastrasiode vacinas combinadas
(DTP+Hib+HB) e DTP+ Hib sem HB utilizada para a madzacdo meétodo. O MAb CG2
utilizado como captura mostrou reatividade para@na Quinvaxem (DTP+HepB+Hib), e ndo
reagiu com 0s outros antigenos. Foram encontrat&emtas significativas entre as amostras
avaliadas (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 3. Especificidade do ELISA

Vacinas Concentracdo (ng/mL) / Média das DO

200ng/mL 400ng/mL 600ng/mL 800ng/mL  1000ng/mL

Quinvaxem 0,436 0,684 0,775 0,836 0,894
DTP+HepB+Hib

0,060 0,059 0,061 0,063 0,064
DTP+Hib

PBS* 0,059 0,059 0,060 0,062 0,063

» controle negativo

5.4.3. Linearidade

As tabelas 4 a 8 representam os resultados estaigferados através dos resultados

obtidos no ELISA com diferentes amostras de vacifteds lotes de cada) realizadas
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separadamente, por dois diferentes analistas. earidades da precisdo da curva foram

verificadas através dos coeficientes de determind®a préximos de 1, que representam a

estimativa da regressao linear. Todos os coefeseobtidos foram acima de 0,99 para todas as

analises. O uso da estatistica para avaliacdo riEnem (teste com falta de ajuste) mostrou

valores dentro do limite de aceitacdo para o enp&i®,05 para o coeficiente angular ndo nulo e

p>0,05 para reta.

Tabela 4 (A1-A4). Resultados de linearidade da vera Euvax.

Al
Parametros de Avaliacéo Lote 1 Lote 2
Lote 3
EUVAX
Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2

Coeficiente de Correlagdo  0,9970 0,9964 0,9961 0,9908 0,9925 0,9970

(n
Coeficiente Angular (b) 0,0004 0,0005 0,0005 0,0004 0,0004 0,0004
0,2680 0,2406 0,2375 0,2787 0,3040 0,2806

Coeficiente Linear (a)

ANOVA - Analise da Variancia (com teste de falta dajuste).

A2
ANOVA Lote 1
fonte G.L. MQ p
regressao 1 0,27367117 0,2736712 497,61978 9,53824E-12 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,007149485 0,00055
lack-of-fit 3 0,001621281 0,0005404 0,9775819 0,44149908 p>=0,05:reta ok
erro purt 10 0,00552820  0,000552
total 14 0,280820656
A3
ANOVA Lote 2
fonte G.L. SQ MQ F p

regressao 1 0,3090675 0,3090675 474,12044 1,29629E-11 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,008474381 0,0006519

lack-of-fit 3 0,00242!  0,000808  1,336090: 0,31717746 p>=0,05:reta ok

€erro puro 10 0,006050 0,000605
total 14 0,317541881
A4
ANOVA Lote 3

fonte G.L. SQ MQ F p

regressao 1 0,217600833 0,2176008 402,79811 3,63486E-11 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,0070229 0,0005402

lack-of-fit 3 0,003294 0,0010981  2,944961 0,085095192 p>=0,05:reta ok

erro puro 10 0,003729 0,0003729
total 14 0,224623733
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Tabela 5 (A1-A4) . Resultados de linearidade da vexa Hepavax-gene.

Al

Parametros de Avaliacéo

HEPAVAX-GENE

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Anal. 1 Anal. 2

Anal. 1 Anal. 2

Anal. 1 Anal. 2

Coeficiente de Correlagdo  0,9983 0,9958

0]

0,9942 0,9987

0,9987 0,9965

Coeficiente Angular (b)

0,0004 0,0005

0,0004 0,0005

0,0005 0,0005

Coeficiente Linear (a)

0,2873 0,2470

0,2702 0,2557

0,2241 0,2447

ANOVA - Analise da Variancia (com teste de falta dajuste)

A2
ANOVA Lote 1
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 0,276288033  0,276288 1307,5135 1,9692E-14 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,002747004 0,0002113
lack-of-fit 3 0,000918707 0,0003062 1,6749791 0,234732726 p>=0,05:reta ok
€rro puro 10 0,001828296 0,0001828
total 14 0,279035037
A3
Lote 2
ANOVA
fonte G.L. SQ MQ F p

regressa 1 0,32677203 0,32677. 1735,521 3,17175k15 p<0,05:coef. angular ndo nulo: o
residuos 13 0,0024477 0,0001883

lack-of-fit 3 0,000794 0,0002648 1,6015457 0,250286112 p>=0,05:reta ok

€erro purc 10 0,00165:  0,000165
total 14 0,329219733
A4
ANOVA Lote 3

fonte G.L. SQ MQ F p

regressa 1 0,36454163 0,364541  1637,483 4,61606F15 p<0,05:coef. angular ndo nulo: o
residuos 13 0,0028941 0,0002226

lack-of-fit 3 0,000892 0,0002974  1,485348 0,277369245 p>=0,05:reta ok

erro puro 10 0,002002 0,0002002
total 14 0,367435733
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Tabela 6 (A1-A4) . Resultados de linearidade da viexa Engerix-B

Al
Parametros de Avaliacéo
Lote 1 Lote 2 Lote 3
ENGERIX-B
Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2

Coeficiente de Correlagédo 0,999 0,9979 0,9974 0,9915 0,9964 0,9953

(0]
Coeficiente Angular (b) 0,0005 0,0005 0,0004 0,0005 0,0004 0,0005
0,2582 0,2052 0,3029 0,2441 0,2733 0,2170

Coeficiente Linear (a)

ANOVA - Analise da Variancia (com teste de falta dajuste)

A2

ANOVA Lote 1

fonte G.L. SQ MQ F p

regressao 1 0,316555648 0,3165556 1868,5209 1,96903E-15 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,002202396 0,0001694

lack-of-fit 3 0,000493433 0,0001645 0,962442 0,447803272 p>=0,05:reta ok

erro puro 10 0,001708963 0,0001709

total 14 0,318758044
A3

ANOVA Lote 2

fonte G.L. SQ MQ F p

regressa 1 0,256687 0,256687 1002,615: 1,08627E13 p<0,05:coef. angular ndo nulo: o
residuos 13 0,003328233  0,000256

lack-of-fit 3 0,00130623  0,000435  2,153368 0,15687616 p>=0,05:reta ok

erro puro 10 0,002022 0,0002022

total 14 0,260015733

A4

ANOVA Lote 3

fonte G.L. SQ MQ F p

regressao 1 0,2840187 0,2840187 947,77398 1,55876E-13 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,0038957 0,0002997

lack-of-fit 3 0,00202436  0,000674  3,605925 0,05353451 p>=0,05:reta ok

€rro puro 10 0,001871333 0,0001871

total 14 0,2879144
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Tabela 7 (A1 — A4) . Resultados de linearidade dawina Butang

Al
Parametros de Avaliacéo
Lote 1 Lote 2 Lote 3
BUTANG
Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2

Coeficiente de Correlagdo  0,9952 0,999 0,9960 0,999 0,9951 0,999
(0]

Coeficiente Angular (b) 0,0004 0,0004 0,0005 0,0005 0,0004 0,0004

0,1753 0,1789 0,1563 0,1629

Coeficiente Linear (a)

0,1758 0,1852

ANOVA - Analise da Variancia (com teste de falta dajuste)

A2
ANOVA Lote 1
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 0,2875323 0,2875323 1162,4934 4,19679E-14 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,003215433  0,0002473
lack-of-fit 3 0,000906  0,000302 1,3078811 0,325403812 p>=0,05:reta ok
erro puro 10 0,002309 0,0002309
total 14 0,290747733
A3
ANOVA Lote 2
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 0,322196033  0,322196 3451,0575 3,72101E-17 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,0012137  9,336E-05
lack-of-fit 3 0,00008t  2,857E-05  0,253250 0,85729191 p>=0,05:reta ok
erro puro 10 0,001128 0,0001128
total 14 0,323409733
A4
ANOVA Lote 3
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 0,2645163 0,2645163  2767,278 1,55441E-16 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,001242633 9,559E-05
lack-of-fit 3 0,000497 0,0001655 2,2190944 0,148726512 p>=0,05:reta ok
erro puro 10 0,000746 7,46E-05
total 14 0,265758933
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Tabela 8 (A1-A4) . Resultados de linearidade da vexa Quinvaxem

Al
Parametros de Avaliacéo
Lote 1 Lote 2 Lote 3
QUINVAXEM
Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2 Anal. 1 Anal. 2
Coeficiente de Correlagdo  0,9968 0,9967 0,9997 0,9985 0,9992 0,9993
(0]
Coeficiente Angular (b) 0,0004 0,0005 0,0005 0,0005 0,0004 0,0005
0,3500 0,3579 0,3074 0,3489 0,3617 0,3307

Coeficiente Linear

@

ANOVA - Analise da Variancia (com teste de falta dajuste)

A2
ANOVA Lote 1
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 0,319094533 0,3190945 977,24956 1,28056E-13 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,0042448 0,0003265
lack-of-fit 3 0,0021068 0,0007023 3,2846897 0,066725884 p>=0,05:reta ok
erro puro 10 0,002138 0,0002138
total 14 0,323339
A3
ANOVA Lote 2
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 0,309880033 0,30988 1675,4684 3,98113E-15 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,002404367 0,000185
lack-of-fit 3 0,0009217 0,0003072 2,0721673 0,167675837 p>=0,05:reta ok
erro puro 10 0,001482667 0,0001483
total 14 0,312284
A4
ANOVA Lote 3
fonte G.L. SQ MQ F p
regresséo 1 0,328025633 0,3280256  2175,7172 7,354%2 p<0,05:coef. angular ndo nulo: ok
residuos 13 0,001959967 0,0001508
lack-of-fit 3 0,000455967  0,000152 1,0105644 0,428090364 p>=0,05:reta ok
erro puro 10 0,001504 0,0001504
total 14 0,329986
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5.4.4. Precisao

5.4.4.1 Repetibilidade (precisao intraensaio)
Todos os resultados obtidos no ELISA com as médisstrés lotes de cada vacina
(Euvax, Engerix-B, Hepavax-gene, Butang e Quinvgxapresentaram CVs variando de 2 a

3% para todas as vacinas utilizadas, menores o Tébela 9).

Tabela 9. Resultados de Repetibilidade (precisaotraensaio)

Repetibilidade (média das triplicatas)

Vacina DP CV (%)*
Euvax
Lote 1 0,019 3,5
Lote 2 0,018 2,8
Lote 3 0,024 2,6
Engerix-B
Lote 1 0,011 2,2
Lote 2 0,012 2,3
Lote 3 0,010 2,2
Hepavax-gene
Lote 1 0,012 2,2
Lote 2 0,013 2,3
Lote 3 0,012 2,2
Butang
Lote 1 0,010 2,5
Lote 2 0,010 2,1
Lote 3 0,010 2,3
Quinvaxem
Lote 1 0,013 2,0
Lote 2 0,014 2,1
Lote 3 0,013 2,0

* Desvio padrdo e CV% das médias das triplicatas deada lote, limite de CV(%) <10

5.4.4.2. Reprodutibilidade (precisao interensaio).
Todos os resultados obtidos com as médias dosldtés de cada vacina (Euvax,
Engerix-B, Hepavax-gene, Butang e Quinvaxem) aptaseam CVs de 2 a 5 (%) menores que

20% (Tabela 10).
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Tabela 10. Resultados de Preciséo intermediaria (pcisédo interensaio)

Reprodutibilidade (média das triplicatas)

Vacina DP CV (%)*
Euvax
Lote 1 0,010 2,6
Lote 2 0,018 3,9
Lote 3 0,014 2,7
Engerix-B
Lote 1 0,017 4,0
Lote 2 0,021 4,2
Lote 3 0,017 4,1
Hepavax-gene
Lote 1 0,013 3,0
Lote 2 0,014 2,5
Lote 3 0,010 2,0
Butang
Lote 1 0,010 3,0
Lote 2 0,010 5,8
Lote 3 0,015 3,2
Quinvaxem
Lote 1 0,014 1,8
Lote 2 0,013 2,4
Lote 3 0,010 2,0

* Desvio padrdo e CV% das médias das triplicatas deada lote, limite de CV(%) <20

5.4.5. Limite de Detecc¢éo-LD

O valor de absorbéancia encontrado como limite decgéo foi aproximadamente 0,076
(Tabela 11). Foram também realizados ensaios arilia para a sensibilizacdo o MAb anti-
interferon beta 1a, frente amostras de vacinaga&@ hepatite B e os resultados foram todos
iguais aos encontrados com o controle negativo YRBS sinal de reatividade (dados nao
mostrados).

Tabela 11. Limite de Detecc¢do-LD do ensaio.

Amostra Média Desvio padréo LD*
PBS 0,064 0,004 0,076
*LD= X+3DP

*(LD) Limite de deteccao, X= média , (DP) DesviodPa&o
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5.4.6. Limite de Quantificacdo-LQ

A titulacdo das diversas vacinas mostrou que aerdragdo que da uma DO igual ou
superior a 0,2 corresponde ajyanL conforme (Tabela 12).

Tabela 12 — Limite de Quantificagdo-LQ do ensaio.

Amostra Média Desvio padrao LQ
(DP)
PBS 0,064 0,004 0,104
*LD= X+10DP

*(LD) Limite de deteccao, X= média , (DP) DesviodP&o

5.4.7. Avaliacdo da Exatidao

Foram encontrados coeficientes de variacdes dé5%me valor de exatiddo de

84 a 110% nas diferentes concentragfes para dadddwacina analisada (Tabelas 13 A1-E3).

Tabela 13 (A1-E3). Resultados da Exatidao

Al
Euvax - Lote 1| Conc.| Concentracao (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 223,99 184,20 204,09 9,7% 102
2 400 | 433,39] 399,88 416,64 4,02 104
3 600,0/ 619,79 538,09 516,45 9,76 93
4 800,0| 787,27 915,01 750,28 10,57 102
5 1000,0 1017,61 967,36| 1025,99 3,16 100
Média 100
A2
Euvax - Lote 2| Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicao ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 218,32 220,67 253,5 8,5 115

400 | 314,60, 321,61

[ 4 3

2 1 378,00 10,28 85
3 600,0] 601,10 676,24 626,93 6,00 106
4 800,0| 831,23 777,22 770,18 4,21 99
5 1000,0 913,42 | 1042,581054,320 7,79 100
Média 101
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A3

Euvax - Lote 3| Conc. Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo ng/mL 1 2 3 %
1 200,00/ 233,59 253,75220,16 7,17 118
2 400,00 392,61 370,21428,44 7,40 99
3 600,00/ 511,31 520,27553,86 4,24 88
4 800,00/ 836,06 809,18780,07 3,46 101
5 1000,00 1053,30| 959,24| 1077,94| 6,08 103
Média 102
Bl
Hepavax-gene
Lote 1 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatiddo
Diluicdo ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 207,73 211,90 179,95 8,69 100
2 400 | 397,38 391,13 360,57 5,14 96
3 600,0| 634,97 597,45 659,28 4,94 105
4 800,0| 807,94 805,86 757,23 3,68 99
5 1000, 957,99| 1035,1Q 995,51 3,87 100
Média 100
B2
Hepavaxgene
Lote 2 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 149,26| 159,38195,82| 14,56 84
2 400 | 448,85| 418,40454,93 4,43 110
3 600,0| 596,63 659,38608,77 5,35 104
4 800,0| 776,79] 760,59748,45 1,87 95
5 1000,0 1037,92| 963,02| 1021,73] 3,91 101
Média 99
B3
Hepavax-gene
Lote 3 Conc. | Concentragao (ng)/mL CV% | Exatidao
Ponto ng/mL 1 2 3 %
1 200| 188,39 206,53 213,79 6,45 101
2 400| 402,48 371,64 373,45 4,52 96
3| 600,0 643,79 603,87 625,64 3,20 104
4| 800,0| 832,48 763,53 779,86 4,55 99
5| 1000,0 959,48 1015,72 1019,35 3,36 100
Média 100
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C1

Engerix
Lote 1 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 184,51 211,77 | 185,81 7,92 97
2 400 | 422,04 390,89 | 438,27 5,77 104
3 600,0| 603,12 564,18 | 610,90 4,22 99
4 800,0| 758,88 813,39 | 789,38 3,47 98
5 1000,0 973,04| 1017,83| 1036,00| 3,21 101
Média 100
Cc2
Engerix
Lote 2 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatiddo
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 164,40/ 183,86 205,48 11,13 92
2 400 | 423,86 393,59 371,96 6,57 99
3 600,0| 633,59| 668,18 616,29 4,18 107
4 800,0| 813,05/ 821,69 746,02 5,2P 99
5 1000,0 1014,13| 996,83 947,10 3,53 99
Média 99
C3
Engerix
Lote 3 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 215,21 225,49184,38| 10,27 104
2 400 | 428,98| 412,54 383,76 5,60 102
3 600,0| 529,70 576,98562,59 4,36 93
4 800,0| 794,86/ 846,25844,19 3,51 104
5 1000,0 1023,02| 953,13| 1018,91| 3,93 100
Média 100
D1
Butang
Lote 1 Conc. Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo ng/mL 1 2 3 %
1 200,00/ 199,72 178,42 176,29 7,00 92
2 400,00/ 406,32 434,01 419,10 3,30 105
3 600,00/ 576,71 610,79 604,40 3,08 100
4 800,00/ 798,23 796,10 82591 2,06 101
5 1000,00 962,23| 1015,48 996,31 2,72 99
Média 99
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D2

Butang
Lote 2 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 202,63| 179,31 209,81 8,08 99
2 400 | 390,97| 412,50 416,08 3,34 102
3 600,0/ 609,81| 616,98 582,902,98 101
4 800,0/ 796,35 799,94 758,682,91 98
5 1000,0 1004,42| 1036,71| 982,90, 2,69 101
Média 100
D3
Butang
Lote 3 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatiddo
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 177,44 203,14 18386 7,11 94
2 400 | 413,07| 387,36 378,19 4,54 98
3 600,0/ 678,69 661,50 633,70 3,4b 110
4 800,0/ 783,65/ 800,70 843,63 3,82 101
5 1000,0 1002,14| 944,31 99357 3,19 98
Média 100
El
Quinvaxem
Lote 1 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 167,200 203,49 18535 9,79 93
2 400 | 407,12] 415,19 368,82 6,24 99
3 600,0/ 600,677 643,01 610,75 3,58 103
4 800,0/ 804,30 850,6VY 838,58 2,8D 104
5 1000,0 949,46| 997,85 957,58 2,68 97
Média 99
E2
Quinvaxem
Lote 2 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 215,11 184,28 200,60 7,71 100
2 400 | 392,87 378,36 407,38 3,69 98
3 600,0/ 612,33 58150 635,91 4,4y 102
4 800,0/ 831,80 766,51 806,41 4,11 100
5 1000, 973,28| 1014,99 998,67/ 2,11 100
Média 100
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E3

Quinvaxem
Lote 3 Conc.| Concentracdo (ng)/mL CV% | Exatidao
Diluicdo | ng/mL 1 2 3 %
1 200 | 180,01| 212,65226,93| 11,65 103
2 400 | 379,94| 422,78 396,26 5,41 100
3 600,0/ 539,07 612,51590,07 6,48 97
4 800,0/ 800,20] 798,1/6843,05 3,11 102
5 1000,0 1002,18| 949,13| 1047,06] 4,90 100
Média 100

5.4.8. Robustez

Os resultados encontrados com a utilizagéo da&olde saturacao (PBS contendo BSA
a 3%) foram superiores a solucdo de saturacdo gp&f4é,todas as vacinas. Entretanto, essa

diferenca néao foi significante para nenhuma daswaaqp>0,05).

Figura 24. Resultados da robustez variando a conceacdo do BSA no tampédo de
saturacéo (PBS/BSA)
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6. DISCUSSAO

O presente estudo descreve o desenvolvimento aidagéo de um ensaio ELISA
housedo tipo “sanduiche” com o uso de anticorpos manik anti-HBsAg usados como
anticorpo de captura e como anticorpo detectoduymidos pelo LATAM- Biomanguinhos pelo
método convencional para ser utilizado nas avadsgi@ poténcias das vacinas contra a hepatite
B. O ELISA é um ensaio usado para uma variedadmdkses, devido a sua alta sensibilidade e
versatilidade (ENGVALL & PERLMAN, 1971; ENGVALL, e@l.,, 1971; HAGE, 1999;
BORREBALCK, 2000). O desenvolvimento de um ensaidSB como o pretendido neste
projeto envolve passos que incluem: imobilizacaamtocorpo, saturacdo, lavagem e incubacéo
com o Ag, lavagem, incubacdo com o conjugado (amie ligado a enzima), lavagem,
substrato mais cromoégeno e a intensidade da sendelvida é proporcional a concentracao de

Ag que se liga ao anticorpo de captura ligado sa $dlida.

Nos ensaios iniciais para a padronizagéo, a pahayaliacdo foi com relacdo a escolha
do MAb a ser usado como anticorpo de captura ardaévaliacdo das reatividades dos MAbs

com o HBsAg das diferentes vacinas cuja poténcia der avaliada.

A descricdo de ensaios ELISA direcionados parantifiGacdo de HBSAg de vacinas
recombinantes contra a hepatite B de diferentedupoces séo limitadas a poucas publica¢bes
(GIFFROY, et al., 2006; CUERVO & HUERTA, 2002; CUFR & YANES, 2004;
CUERVO, et al.,, 2008). Ambos grupos, desenvolvetam ensaio de inibicdo, medindo o
conteddo de HBsAg indiretamente, usando anticogdiclpnal humano anti-HBs, com uso de
amostras de HBsAg adsorvidas ao hidroxido de aliemfadjuvante). Ensaios esses, que
diferem em alguns paradmetros da nossa propostasneblvimento de ensaio ELISA, onde
foram usados MAb para captura e deteccao, obtilagés da imunizacdo de camundongos a
partir do pool de plasma humano contendo os subtipos do HBawg e adw2, mais
comumente encontrados no Bragiteviamente caracterizados produzidos pelo LATAM
(VIANNA, et al., 2006). Por isso, a comparac¢ao remiltados obtidos nesse estudo com os de

outros pesquisadores acaba sendo dificultada.
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6.1. Padronizacao do ensaim house para HBsAg

6.1.1 Antigeno
As vacinas recombinantes contra a hepatite B aladissdo compostas somente de

proteinasmall S de um dos subtipos de HBsAg conforme mostradguadro 2#dw2 ouadr).

6.1.2. Controles

Foram utilizados inicialmente como controle pesituma amostra de soro humano
positivo para HBsAg, subtipo desconhecido e conmirote negativo um soro humano HBsAg

negativo obtidos dkit comercial para deteccdo de HBsAg em amostrasadin

Durante a fase de otimizacdo outros reagentes feemdo avaliados e conforme os
resultados encontrados, o PBS foi selecionado coontrole negativo e ndo usamos mais o
controle positivo pelo fato de ndo existir um colgrpositivo recombinante (uma vacina de
referéncia internacional) para ser usado comoé&eféa para as amostras de HBsAg das vacinas

de diferentes produtores.

6.1.3. Saturacao e diluicéo

Varios reagentes, classicamente utilizados em @ldd5A, usados como bloqueadores
de reacOes inespecificas, foram avaliados em difseconcentracbes e combina¢cdes como
tampao de saturacdo ou como diluentes de amosttascenjugado. Os melhores resultados
foram obtidos utilizando-se como solucao de safioma®BS contendo 3% de BSA, pois a
inclusdo de BSA na solucdo é uma estratégica copana a eliminacdo de alguns tipos de
interferéncia analitica (KRICKA, 1999). Como diltemlas amostras de vacinas e do conjugado
anti HBs (AG9-HRP) usamos o PBS e para solucédavigem PBS-T 0,05%. A utilizagdo de

MADbs purificados provavelmente contribuiram paraducao das inespecificidades.

6.1.4. HBsAg das vacinas

A pureza dos diferentes subtipos de HBsAg das ®aditilizadas foi confirmada pela

analise do SDS-PAGE em condic¢fes redutoras apeggbntada agente vacinal uma banda de
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aproximadamente 24 kDa como esperado para monorderbd8BsAg e em algumas amostras
apresentando, também, uma banda de 46 kDa, cond=me ao tamanho de dimeros de
HBsAg (HYUK-SEONG, et al., 2008). As bandas dek®& foram confirmadas n@/estern
blot através de anticorpo anti-HBsAg e as formas doasgrapresentadas no SDS-PAGE
aparecem devida a reducdo parcial da particulanddise e a caracterizacdo de particulas de
HBsAg sintetizadas usando a levedura metilotrdflaasenula polymorphenostra que dentro
de condi¢des redutoras podem estar presentes nasdéonondmeras, dimeras ou trimeras pela
forca intermolecular das pontes disulfidicas eagrenondmeros (HYUK-SEONG, et al., 2008),
a qual difere de particulas sintetizadas &ncerevisiaeA formacdo de pontes dissulfidicas
entre moléculas de HBsAg sdo mais ativasHansenulapolymorpha(DIMINSKY, et al
1997).

6.1.5. MAb para HBsAg das vacinas

Nesse trabalho foram utilizados oito MAbs especffipara HBsAg caracterizados como
sendo da subclasse IgG1l. O isotipo IgG1 tem sidobalasse mais encontrada a nivel celular
em humanos e em modelos de camundongos (SHOKRG@ZAROKRI, 2002). Durante a
fase inicial da padronizacao todos os oitos MAlaiastos foram especificos para o HBsAg das
vacinas analisadas, entretanto, diferencas dwidsates foram encontradas entre cada vacina
analisada. O HBsAg das cinco vacinas utilizadasdifesentes produtores foram produzidas em

diferentes levedura$( cerevisiagil. polymorpha e P. pastoris).

6.1.6. Especificidade

As amostras sem o0 HBsSAg ndo mostraram reatividadgie podemos considerar que este
método de ensaio é especifico. A alta pureza do Millzado para a sensibilizacdo, da placa
sem presenca de outros componentes protéicos nittefi também contribui para
especificidade.

Os resultados obtidos na robustez demonstraranpemigenas modificacdes no ensaio nao
levam a varia¢des consideraveis.

Todos os oito MAbs mostraram reatividades, enttetainés MAbs (CH6, CH7 e CG2)
mostraram afinidades superiores aos outros MAls fpalas as amostras de HBsAg analisadas.

Entretanto, dos trés MADbs selecionados, o CG2 moster mais especifico para o HBsAg de
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todas as vacinas. Nenhuma diferenca significatbtaobservada quando usamos os MAbs

sozinho ou em combinacédo (CH6, CH7 e CG2) pardmas/a da quantidade de HBsAQ.

6.1.7. Adjuvante

A estimativa direta do HBsAg nas amostras complasad hidroxido de aluminio néo foi
efetiva, devido a queda nos valores de absorbaAsiaeatividades foram muito melhores
quando realizada a retirada do hidroxido de alwninsado nestas vacinas como adjuvante
complexado ao HBsAg para estimulagdo continua sk@rsa imunitario (GLENNY, et al.,
1926; WHITE, 1967; GUPTA, 1998).

6.1.8. Incubacao

O procedimento de agitacdo das microplacas a@®kmuito importante para a melhora
dos resultados devido provavelmente, a ocorréneiandlhor interacdo entre o MAb e o
HBsAg das amostras de vacinas ou devido a propw@cioma distribuicdo mais homogénea
dos reagentes ligantes (GIFFROY, et al., 2006).s&ssibilidades obtidas com o tempo de
incubacgao de 120 minutos, quando comparados aassdaimpos avaliados (60 e 90 minutos),
foram superiores para todas as vacinas. Entretam@smo sendo significativas as diferencas
encontradas, o tempo de 60 minutos foi 0 escoltiidante o processo de padronizagao porque
todas as vacinas analisadas contém 20pg/mL de HBspAgrtanto pequenas diferengcas na

sensibilidade do teste ndo impactam na propostsaao ELISA.

6.1.9. Armazenamento

O ELISA foi capaz de detectar alteragdes ocorrodes a situacao de estresse induzida pela
manutencdo das amostras de vacinas a 60°C poramaaa, levando a reducédo da reatividade
com o HBsAg de algumas vacinas, como a Butanga Eestucdo pode ter sido causada pela
desnaturagdo da molécula da proteina HBsAg. Entogtassa variacdo nao foi observada para

a vacina Euvax, talvez por uma maior estabilidaemhrticulas de HBsAg.
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A estabilidade do MAb foi avaliada no dia “zero”seis meses ap0s estocagem a duas
temperaturas diferentes (4°C e -20°C) e a compardgé resultados mostraram que as
reatividades encontradas com o uso da temperatuddQipor seis meses e 0 as obtidas no dia

“zero” foram semelhantes para as vacinas EuvaxdpaMax-gene e Butang.

A reatividade obtida a 4°C foi superior a encorgrad ensaio do dia “zero” para vacina
Engerix B, porém nao significativa indicando que peniodo maior de recobrimento da placa
poderia ser usado. Também indica que a estocagenpe@odo de 6 meses a 4°C é
perfeitamente adequada para o armazenamento das pla kitin houseproduzido.

A estocagem das placas recobertas com o MAb CG&bikzshdas em tampdo de
estabilizagc&o indicou 6tima estabilidade das plaEasaios para avaliar a estabilidade dessas
placas por periodos maiores, que fogem a alcada tkese, serdo realizados. Os resultados
indicam que it in housepara o HBsAg atende todas as exigéncias paraamimgo de lotes

preparados semestralmente.

Os resultados encontrados com 0 uso de amostneaci®s combinadas mostraram que o
ELISA proposto pode medir especificadamente o HBsAgresenca de outros antigenos como
no caso do uso de vacinas combinadas. A vacinaacartiepatite B € atualmente aplicada em
combinacdo com as vacina pakaemophilusinfluenza tipo b, vacina triplice (D,T e
coqueluche) e é necessaria a quantificacdo do HBsAgma mistura de 4 outras proteinas,
complexadas ao hidroxido de aluminio. O teste fedtdficou ser especifico para o HBsAg, que

ndo houve interferéncia das outras proteinas, @pidada do adjuvante Al(OH)3.

6.1.10. Comparacao do ensaim house com 0S ensaios comerciais

Embora a sensibilidade do ensaidousetenha sido menor que a dos kits comerciais, a
base do teste tendo sido estabelecida, a melharigensibilidade, poderia ser através das
mudancas de alguns parametros tais como, a ligagédente do Ac de captura a placa (usando
sistema avidina —biotina, p.ex.) e talvez a intgddude mais uma etapa no ensaio usando
conjugado policlonal,, produzindo um policlonal iartBsAg p. ex., em coelho e usar
conjugado anti-coelho IgG-HRP. Esses resultadossidiabiam na continuidade do

desenvolvimento de um kit com ampla aplicagéo parais.
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6.1.11. Validag&o do ensaim house

Estudos de validacdo foram conduzidos seguindaegsirtes parametros: Especificidade,
Limite de Deteccao-LD (sensibilidade), Limite de atificagdo-LQ, Linearidade, Precisao,
Exatiddo e Robustez (INTERNATIONAL CONFERENCE ON RMONISATION, 1996;
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2001; ANVISA, 2003).As caracteristicas de

desempenho do ensaio foram satisfatorias para &seacinas analisadas.

6.1.12. Limite de Detecgéao - LD

Para a avaliacdo da estimacéo do limite de detexs@bservou que a absorbancia minima
detectada para cada uma das repeticdes da amastrstasnente negativa “branca” foi baixa,
indicando pouca inespecificidade, geralmente ooasi@ por componentes secundarios ou
contaminantes dos reagentes usados. O limite degdet foi calculado adicionando o valor
médio de absorbancia da amostra “branca” a triplid® desvio padréo (0,076). O resultado
mostrou que o ensaio ELISA é capaz de detectartigades minimas de HBsAg pela reacao
com MAb CG2.

6.1.13. Limite de Quantificacao - LQ

O limite de quantificagéo foi calculado pela sonoa dalor médio do valor de absorbancia
DO da amostra “branca” a dez desvios padrao 0,004imite de deteccdo permitiu a
determinacéo de concentracao 100 vezes menor da paea a vacina.
6.1.14. Lineariedade do ensaio

As lineariedades avaliadas através dos coeficiefetereterminacao®®roximos do valor de
1,0, representando a estimativa da regresséo lifea@m todas acima de 0,99, para os

diferentes analistas, resultado dentro do limiteadeitacdo usado para a definicdo da mesma

faixa de concentracdo de trabalho para todas es eactinas analisadas.
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6.1.15. Precisado intraensaio

As precisfes intraensaios avaliadas pela andlise msultados obtidos com as
repetibilidades dos ensaios ELISA recomendam queday do desvio padrdo nao deve exceder
a 10%, do valor da amostra. Dentro desse critéremsaio avaliado mostrou-se satisfatorio para
as concentracdes dentro da faixa de trabalho eaksta (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1pg/mL) para todas

as vacinas.

6.1.16. Precisado interensaio

Os resultados encontrados com as amostras deote&sde cada uma vacina usadas na
avaliacdo da precisao interensaio (reprodutibilkjladostraram coeficientes de variacdo-CVs
menores que 10%. O CV para esse parametro ndoedeeder a 20%. Estes resultados estédo
dentro do limite de aceitacdo para o ensaio depee ¢onsiderados altamente satisfatorios
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 1996FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2001; ANVISA, 2003).

Pelos resultados obtidos € possivel concluir quariabilidade dos resultados foi devida,
basicamente, as caracteristicas das vacinas ecagéxedo ensaio. De acordo com Ward e
Morgan (1991), os principais fatores que podem mlini a precisdo dos ensaios ELISA
incluem: pipetagem, preparacfes dos reagentes éisase erros no procedimento da analise,
diferencas no revestimento dos anticorpos na fassedisibilizacdo e a diferenca entre os
reagentes usados.

Como os CVs foram menores que 15% para todas asagagvaliadas, podemos considerar
gue o ensaio desenvolvido mede a concentracaadoddBsAg presente na amostra, dentro de
um erro experimental. A exatiddo depende da reggénoenzimatica, da amostra em estudo e

a especificidade do método.
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7. CONCLUSAO

A utilizacdo continua e dispendiosa de kits conagscpara o ensaio ELISA para
guantificacdo do HBsAg de amostras clinicas adagtadra o controle da poténcia de vacinas
contra a hepatite B pelo INCQS, levou ao estabmketio de um ELISAn houseutilizando
MAbs produzidos por BioManguinhos. O HBsAg contidas vacinas contra a hepatite B
monovalentes ou em vacinas combinadas com outrdgeans, pode ser quantificado por
ensaio ELISA como uma op¢do metodoldgica que psdastituir os ensaiogn vivo

(camundongos).

Para permitir o uso de um ensaio ELISA house para HBsAg com qualidade
comparavel a doits comerciais, varios parametros devem ser avalia@bstrabalho

apresentado permite as seguintes conclusdes:

1. Padronizacao do ensaio

1.1. Escolha da placa Maxisorb

1.2. Escolha do MAb CG2 como anticorpo de captura
1.3. Escolha da concentracdo do MADb de captura
1.4. Condic¢bes para incubacao

1.4.1. Tempo: 60 mim é suficiente

1.4.2. Agitacédo 63 x g aumenta a sensibilidadendaie
1.5. Preparacédo dos antigenos: retirada do Al(OH)3

1.6. Concentracéo ideal do conjugado

2. Qualidade do ensaio produzido
2.1. Especificidade boa

2.2. Lineariedade satisfatoria

2.3. Precisao satisfatéria

2.4. Limite de detec¢do muito bom
2.5. Exatiddo boa

2.6. Robustez adequada
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2.7. Estabilidade na estocagem otima

O ELISA para avaliagdo da poténcia das vacinasrzamthepatite B foi estabelecido e

validado com sucesso.
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9. ANEXO 1 A - Parametros para otimizacdo do ELISA - ANO 2007
Placas de 96
pocos das Protocolo 01 | Protocolo 02 | Protocolo 03 | Protocolo 04 | Protocolo 05 | Protocolo 06 Protocolo 07
marcas Nunc e (avaliagéo do
Microlon 600 conjugado)
Concentracéo |AE3,AG9,BD1| CH6,CH7e CG2 (2,4e |CG2(2ug/mL) | CG2 (2ug/mL) | CG2 (2ug/mL) CG2(2,5e
do 2,IC2,1A4,CH6 CG2 - 6pg/mL) 10pg/mL)
captura(MAbs) ,CH7 e CG2 5pg/mL e
(10pg/mL) combinagao
(5ug/mL)
Tampéo Tampao Tampao Tampéo Tampéo Tampéo Tampéo
Diluente do carbonato carbonato carbonato carbonato carbonato carbonato carbonato
MADb de captura | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(50m
OomM) pH9,6 | OmM) pH 9,6 | OmM) pH 9,6 [ OmM) pH 9,6 [ OmM) pH 9,6 | OmM) pH 9,6 M) pH 9,6
Incubacéo 37°C/30min e | 37°C/30min e | 37°C/30min e | 37°C/30min e | 37°C/30min e | 37°C/30min e 37°C/30min e
temperat./temp 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C
PBS-T 0,05% | PBS-T 0,05%
adicionado de | adicionado de
5% leite 5% leite PBS PBS PBS PBS PBS adicionado
Saturagdo desnatado+3 | desnatado+3 | adicionado de | adicionado de | adicionado de | adicionado de | de 5% de BSA
% de SFB e % de SFB e 5% de BSA 5% de BSA 5% de BSA 5% de BSA
0,5% de BSA | 0,5% de BSA
Lavagens PBS-T 0,05% PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a 0,05%
a0,05% (4X) | 0,05% (4X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) (3X)
Euvax,
Hepavax-
Euvax, Euvax, gene, Butang, Euvax,
Concentragdo |Hepavax-gene| Hepavax- hepavax-gene Hepavax-
da amostra da e Butang gene, Butang, e gene, Butang,
vacina com (10pg/mL) | hepavax-gene | Heberbiovac- | Engerix-B e
Al(OH)3 e HB Heberbiovac-
Heberbiovac- | (0,05,0,25,0,5, HB((5e
HB (1pg/mL) | 1,2,4,6,12ug/ 2ug/mL)
mL)
Euvax, Euvax,
Hepavax- Hepavax-
gene, Butang, | gene, Butang,
hepavax-gene | hepavax-gene
Concentragéo e e Butang (0,04,
da amostra Heberbiovac- | Heberbiovac- | 0,4 e 4pg/mL)
vacinas sem HB (0,02, HB (0,02,
Al(OH)3 0,05,0,25,0,5, | 0,05,0,25,0,5,
1,2,4,6,12pg/ | 1,2,4,6,12pg/
mL) mL)
Soro humano | Soro humano
HBsAg HBsAg
positivo positivo
Controle (amostrado | (amostra do
positivo Kit Murex da laboratdrio
Abbott subtipo | subtipo adw2
?) e ayw3 diluido
de 1:10)
Soro humano
HBsAg
Controle negativo PBS PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) PBS (pH 7,2)
negativo (amostra do adicionado
Kit murexda | BSA a0,2%
Abbott)
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Parametros para otimizacao do ELISA

- ANO 2007 - continuagéo

Protocolo
Protocolo 01 | Protocolo 02 | Protocolo 03 | Protocolo 04 | Protocolo 05 | Protocolo 06 | 07(avaliagédo do
conjugado)
Diluente da PBS PBS PBS (pH7,2) | PBS(pH7,2) | PBS (pH 7,2) | PBS (pH7,2) | PBS (pH 7,2)
amostra adicionado de | adicionado de
BSA a 0,2% BSA a 0,2%
Incubacgéo
(tempo e 37°C/120min | 37°C/120min | 37°C/120min [ 37°C/120min | 37°C/120min | 37°C/90min 37°C/120min
temperatura)
Agitacéo da Nao Nao Nao (13,7 x @) (13,7 x Q) (13,7x9) (13,7x9)
placa
PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a 0,05%
Lavagens 0,05% (4X) 0,05% (4X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) (3X)
MAb AG9-
MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- HRP(1:500;
Conjugado HRP (1:5000) | HRP (1:5000) [ HRP (1:2500) | HRP (1:2500) | HRP (1:2500) | HRP (1:2500) 1000; 2500 e
5000)
Diluente do
conjugado PBS-T "0,05% PBS-T a PBS PBS PBS PBS PBS
0,05% (4X)
Incubacéo
(tempo e 37°C/120min | 37°C/120min | 37°C/120min [ 37°C/120min | 37°C/120min | 37°C/90min 37°C/120min
temperatura)
Lavagens PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a PBS-T a 0,05%
0,05% (4X) 0,05% (4X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) (3X)
Substrato TMB TMB TMB TMB TMB TMB TMB
Incubacgéo
(tempo e 30min 30min 30min 30min 30min 30min 30min
temperatura)
Saturagéo H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N
Leitura 450nm 450nm 450nm 450nm 450nm 450nm 450nm
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9. ANEXO 1B - Parametros para otimizacdo do ELISA - ANO 2008
Protocolo Protocolo
Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 padronizado estabilidade
CG2,CH6 e CG2 CG2 (8ug/mL) | Estabilidade:
Concent CG2 CG2 CG2 CH7 utilizado | (8ug/mL) - placas
do Mab de (2, 4 e 8ug/L) (8ug/mL) (8ug/mL) individual Estabilizagdo guardadas
captura (8ug/mL) e dos MAb 4°C e -20°C
em revestidas e
combinagao estabilizadas
(2,68ug de com CG2
cada MADb) (8ug/mL) 6
meses
Diluente Tampéao Tampéao Tampéo Tampéo Tampéo Tampéao
do MAb de carbonato carbonato carbonato carbonato carbonato carbonato
captura | bicarbonato(50m | bicarbonato(50m | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(5 | bicarbonato(50m
M) pH9,6 M) pH9,6 OmM) pH9,6 | OmM) pH9,6 | OmM) pH 9,6 M) pH9,6
Incubacéo 37°C/30min e 37°C/30min e | 37°C/30min e | 37°C/30min e | 37°C/30mine | 37°C/30min e
(temperatu 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C 18hs/ 4°C
ra/tempo)
Saturagéo | PBS adicionado | PBS adicionado PBS PBS Tampdo para | PBS adicionado
de 5% de BSA | de 3% e 5% de | adicionado [ adicionado de | estabilizagdo | de 3% de BSA
BSA de 3% de 3% de BSA | de anticorpos
BSA
Lavagens PBS-T 4 0,05% | PBS-T a 0,05% PBS-T a PBS-T a PBS-T a 0,05% PBS-T a
(3X) (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) (3X) 0,05% (3X)
Euvax,
Hepavax-
gene,
Concent. | Euvax, Hepavax- [ Euvax, Hepavax- Butang, Euvax, Euvax, Euvax,
da gene, Butang, gene, Butang, Engerix-B, Hepavax- Hepavax-gene, Hepavax-
amostra Engerix-B e Engerix-B e Quinvaxem e | gene, Butang, Butang, Engerix- | gene, Butang,
de vacina Quinvaxem Quinvaxem vacina Engerix-B (1 B e Quinvaxem | Engerix-B e
sem (0,2,0,4,0,6,0,8¢€ | (0,2,0,4,0,6,0,8 e [ combinada e 10ug/mL) (0,2,0,4,0,6,0,8 e| Quinvaxem
AI(OH)3 1pg/mL) 1pg/mL) contra DTP e 1pg/mL) (0,2,0,4,0,6,0,
Hib 8 e lpg/mL)
(0,2,0,4,0,6,0
,8 e 1ug/mL)
Controle PBS (pH 7,2) e PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) PBS (pH 7,2) [ PBS (pH 7,2)
negativo anti interferon

beta IgGla
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Parametros para otimizacdo do ELISA

- ANO 2008 - continuagéo

Protocolo Protocolo
Protocolo 01 Protocolo 02 Protocolo 03 | Protocolo 04 | Protocolo 5 padronizado estabilidade
Diluente da | PBS (pH 7,2) PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2) PBS (pH 7,2) | PBS (pH 7,2)
amostra
Incubacéo
(tempo e 37°C/60, 90 e 37°C/60min 37°C/60min | 37°C/60min | 37°C/45min 37°C/60min 37°C/60min
temperat.) 120min
Agitacdo da 63,0x4g 63,0xg 63,0xg 63,0xg 63,0xg 63,0x4g
placa
Lavagens PBS-T a PBS-T a 0,05% PBS-T a PBS-T a PBS-T a 0,05% PBS-T a
0,05% (3X) (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) (3X) 0,05% (3X)
Conjugado MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9- MAb AG9-
HRP(1:2500) | HRP(1:2500) | HRP(1:2500) | HRP(1:2500) HRP(1:2500) | HRP(1:2500)
Diluente do PBS PBS PBS PBS PBS PBS
conjugado
Incubagéo 37°C/60, 90 e 37°C/60min 37°C/60min | 37°C/60min 37°C/60min 37°C/60min
(tempo e 120min
temperatura)
Lavagens PBS-T a PBS-T a 0,05% PBS-T a PBS-T a PBS-T a4 0,05% PBS-T a
0,05% (3X) (3X) 0,05% (3X) 0,05% (3X) (3X) 0,05% (3X)
Substrato TMB TMB T™MB T™MB T™MB TMB
Incubacéo
(tempo e 30min 30min 30min Omin 30min 30min
temperatura)
Saturacdo H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N H2S04-2N
Descarte do
Leitura 450nm 450nm 450nm 450nm sobrenadante 450nm 450nm
- guardadas
4°C e -20°C
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