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Validacion de un ELISA para la cuantificacion de las impurezas
proteicas de la cepa hospedera en el principio activo de la vacuna
recombinante cubana contra la hepatitis B
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Se validé un inmunoensayo tipo sandwich de doble anticuerpo para cuantificar las impurezas proteicas de la
cepa hospedera que pueden estar presentes en el principio activo de la vacuna cubana contra la hepatitis B. Se
prepararon los reactivos biolégicos empleados en el ELISA. Las proteinas de la cepa hospedera se obtuvieron
bajo las mismas condiciones que el proceso de produccién de la proteina recombinante hasta un paso de
semipurificacion o purificacion primaria. Los antisueros dirigidos contra las proteinas de la cepa hospedera se
generaron en conejos por un proceso de inmunizacion en cascada. Para la validacion se analizaron los siguientes
parametros: linealidad, limite de deteccién y cuantificacion, exactitud, rango y precision. El ensayo establecido
resulté especifico, con una exactitud entre 89% y 109% para todos los tampones estudiados; se demostré un
ajuste parabdlico y un rango de trabajo entre 0,63 y 1,25 ng/mL, la repetibilidad y la precisién intermedia mostraron
coeficientes de variacion inferiores al 10 y 20% respectivamente.
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Introduccion

hace necesario el empleo de métodos inmunoquimicos, como
los ELISAs empleando anticuerpos policlonales (2, 3).

La constante generacién de nuevos productos producidos
mediante la tecnologia del ADN recombinante demanda que
se garantice la seguridad de los mismos, por lo que las
autoridades regulatorias establecen cada dia estdndares de
calidad mas elevados para su certificacion y exigen que en
paralelo con el desarrollo de los procesos se trabaje en el
establecimiento de los métodos analiticos, los cuales deben
tener una adecuada precisién y exactitud y suministrar
suficientes datos para evaluar cualquier modificacion en el
perfil de pureza que pueda ocurrir en el producto deseado (1).

En este trabajo se valida un ELISA proceso especifico tipo
sandwich para cuantificar las proteinas de la cepa hospedera
durante el proceso de purificacién del ingrediente
farmacéutico activo (IFA) de la vacuna recombinante cubana
contra la hepatitis B (Heberbiovac HB).

Materiales y Métodos
Mientras que los métodos tradicionales de analisis de la

pureza de las proteinas como la electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) con tincién con plata o deteccién con Sypro Ruby y la
electroforesis bidimensional (2D PAGE), entre otros, asi como
las técnicas cromatograficas, son sensibles y ampliamente
aceptadas, estos métodos pueden generalmente fallar en la
deteccién de impurezas, las cuales comigran o coeluyen con
el producto.

Los procedimientos analiticos que se utilicen para la
deteccion de las proteinas de la cepa hospedera (PCHs)
deben garantizar la separaciéon del producto deseado y las
sustancias producto relacionadas de las impurezas,
incluyendo productos de degradacién y excipientes. Para
lograr una identificacion especifica y una alta sensibilidad se

Reactivos Biolégicos

Las PCHs empleadas como material de referencia en el
ELISA y como inmundégeno en la obtencién de los anticuerpos
policlonales se obtuvieron a partir de una cepa de levadura P
pastoris MP36 (his+), que no tenia insertado en su
cromosoma la secuencia del gen que codifica para el antigeno
de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y se realizé el proceso
especifico de purificacion de las impurezas proteicas bajo las
mismas condiciones que el proceso de producciéon de la
proteina recombinante, hasta un paso de semipurificacién o
purificacién primaria (adsorcidon-desorcién), en el cual se
emplea una matriz inerte de tierra de diatomeas (HSC) (4).

Los antisueros se obtuvieron en conejo por el método de
inmunizacién por cascada (5).
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La purificacion de los anticuerpos se realiz6 por precipitacion
con sulfato de amonio al 40% y posteriormente empleando
una columna de inmunoafinidad que contenia gel de
sepharosa CL 4B activado con BrCN (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala Suecia), al cual habian sido inmovilizadas
las PCHs, segun procedimiento establecido en nuestro
laboratorio (6).

Los anticuerpos anti PCHs purificados por inmunoafinidad
se conjugaron con peroxidasa de rabano picante (HRP),
grado 1 (Sigma, EU) y se siguié de forma general el método
de oxidacion del periodato de sodio (7).

Procedimiento del ELISA proceso-especifico para
la cuantificacion de las PCHs

Las placas de microtitulacion de 96 pocillos (MaxiSorp, Nunc,
EU), fueron recubiertas a la concentracién previamente
determinada en el ensayo de titulacién, con los anticuerpos
purificados por inmunoafinidad y se diluyeron en el tampén
de recubrimiento (carbonato-bicarbonato de sodio 0,1 M,
pH 9,6), durante 16 h a 4 °C. Se bloque6 durante 1 h a 37 °C,
con 200 uL por pozo de solucién bloqueadora: leche
descremada (Oxoid, Inglaterra) al 0,5% en solucién salina
tamponada con fosfatos (SSTF) 1X (KH,PO, 0,168 mM;
Na,HPO, 8,45 mM; KCI 2,61 mM y NaCl 0,137 mM, pH 7,2).
Se adicionaron 100 uL de las diferentes concentraciones de
la curva patrén (20; 10; 5; 2,5; 1,25 y 0,63 ng/mL) y de las
muestras previamente diluidas en el tampén de ensayo (de
igual composicién que la solucién bloqueadora). Se incubé
1 h a 37 °C. Se aplicaron 100 uL/pozo del conjugado AcPc
anti PCHs-HRP en el tampdén de ensayo a la dilucién,
previamente establecida en el ensayo de titulacion. Se
incubaron las placas 1 h a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Se realizaron varios lavados, se incrementaron
entre los diferentes pasos a medida que transcurria el ensayo.
Se anadieron 100 uL/pozo de la solucién reveladora. La
reaccion transcurrié en la oscuridad entre 15-20 min y se
detuvo con 50 uL de la solucién de parada. La lectura de la
absorbancia se realizé a 492 nm en un lector de microplacas
(Multiskan, Flow Laboratorios). Para el procesamiento de los
resultados se empleé una hoja de calculo del Excel.

Etapas del proceso de purificacion monitoreadas
mediante ELISA y composicion de los tampones
empleados

1. Precipitacion acida (SH) (Tris 20 mM, EDTA 5 mM,
KSCN 3M, NaCl 0,3 M pH 4,5).

2. Concentrado de celite (CCT) (Tris 20 mM, EDTA 3 mM,
NaCl 250 mM).

3. Eluato de inmunoafinidad (EIAF) (Tris 20 mM, EDTA 3
mM, KSCN 3M, NaCl 1M).

12

4. Intercambio i6nico positivo (IIP) (Tris 20 mM, EDTA
3 mM, NaCl 0,4 M pH 7,2).

5. Formulado final (FF) (Na,HPO, 8mM, NaH,PO, x H,O
8 mM, NaCl 0,14 M pH 6,7).
Validacion
Se realiz6 segun las regulaciones nacionales e
internacionales (8, 9). Se definieron los parametros a estudiar

segun la clasificaciéon a que pertenece el método (ensayos
cuantitativos para determinar el limite de impurezas).

La linealidad se estudié al relacionar las respuestas
(absorbancias), con la concentracién del analito para
corroborar que los datos se ajustan al modelo propuesto
(regresién parabdlica). Se analizaron 11 curvas preparadas
de formas independientes y evaluadas en un mismo ensayo.
Se calcul6 la ecuacion y el coeficiente de determinacion, el
cual debe ser superior a 0,98. También se estudié lalinealidad
de la dilucién en diferentes muestras de IFA para demostrar
la condicion de exceso de anticuerpo necesaria para este
tipo de ensayos, para lo cual se ensayaron tres muestras a
diferentes diluciones (preparadas de forma seriada) en todo
el rango de concentraciones de la curva estandar.

Para el célculo del limite de cuantificacién se tomaron los
resultados de 25 ensayos y se analizaron las dos
concentraciones mas bajas de la curva patrén (0,63 ng/mLy
1,25 ng/mL) a través de los porcentajes de recuperacion entre
la concentraciéon esperada y la observada. Se determind la
exactitud y la precisiéon para ambas concentraciones. Para
demostrar la exactitud se determiné el intervalo de confianza
para los porcentajes de recuperacion obtenidos. El criterio
de una buena exactitud fue que el 100% de recuperacion
esté incluido dentro del intervalo calculado. Para demostrar
la precision se determind el coeficiente de variacién entre los
porcentajes de recuperacion obtenidos en los diferentes
ensayos, los cuales no deben ser superiores al 20%.

La especificidad se determiné mediante el analisis del control
negativo (tampon de ensayo). Se analizaron las absorbancias
de diferentes tampones en los cuales se encuentran las
muestras de los distintos pasos del proceso. Se realiz6 a
través de cuatro réplicas de una misma dilucién (1/100), a la
cual se ensayaron los tampones y se compararon estas
absorbancias con la del limite de deteccion del sistema. Se
analizaron los limites superiores del intervalo de confianza
para los tampones estudiados y el criterio de aceptacion fue
que el limite superior calculado para las absorbancias de
cada uno de los tampones sea inferior a la absorbancia del
limite de deteccién.

La evaluaciéon de la exactitud se analizé mediante el
comportamiento de los tampones empleados durante el
proceso de purificacién, por la adicién de concentraciones
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conocidas de las PCHs (1,25 ng/mL, 3 ng/mL y 20 ng/mL) en
el rango alto, medio y bajo de la curva de calibracién. El
ensayo se realizé por duplicado en dias diferentes y se evalud
el porcentaje de recuperacion para cada uno de ellos, el cual
debe encontrarse entre 80-120%.

Para el establecimiento del rango de trabajo se analizaron
los resultados de las dos concentraciones extremas
(0,63 ng/mL y 1,25 ng/mL), para un total de 25 ensayos a
través de los porcentajes de recuperacién para la
concentracion esperada y la observada. Se determiné la
exactitud y la precisién para estas concentraciones. Para
demostrar la exactitud se determiné el intervalo de confianza
para los porcentajes de recuperacion. El criterio de una buena
exactitud fue que el 100% de recuperacién esté incluido
dentro del intervalo calculado. Para demostrar la precision
se determino el coeficiente de variacion entre los diferentes
porcentajes de recuperacion, los cuales no deben ser
superiores al 20%.

En el estudio de la precision se incluyé la repetibilidad y la
precision intermedia para las muestras controles. Se
analizaron en un mismo ensayo 12 réplicas de cuatro
controles que se prepararon a diferentes concentraciones,
de forma tal que abarcaran todo el rango de la curva estandar
(bajo, medio y alto), y se determiné la media, la desviaciéon
estandar y el coeficiente de variacion para cada unas de las
variantes estudiadas. El criterio de aceptacién es que el
coeficiente de variacion sea inferior al 10%. Para la precision
intermedia se estudié el comportamiento en varios ensayos,
para un total de 20 réplicas correspondientes a cuatro
controles de diferentes concentraciones que abarcaban todo
elrango de la curva (bajo, medio y alto). Se calculé la media,
la desviacion estandar y el coeficiente de variacion. El criterio
de aceptacion seria que el coeficiente de variacion sea inferior
al 20%.

Resultados y Discusion

Procedimiento del ELISA proceso-especifico para
la cuantificacion de las PCHs

Se desarrollé un ELISA proceso-especifico. Los anticuerpos
obtenidos fueron usados como inmunorreactante de captura
en la fase sélida y como conjugado unido covalentemente a
la enzima peroxidasa. La cuantificacion se realizé empleando
una curva patron de PCHs en el rango entre 20 y 1,25 ng/mL;
el ensayo fue exacto, se obtuvo porcentajes de recuperacion
entre 80 y 120% y preciso con coeficientes de variaciéon entre
10-20% para la repetibilidad y la precision intermedia asi
como limites de deteccion y cuantificacion de 0,63 ng/mLy
1,25 ng/mL, respectivamente, lo que posibilita su empleo en
el monitoreo de los niveles de PCHs en varios pasos del
desarrollo del proceso de purificacion.
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Validacion

Como resultado de la validacion del método se evidencié
que la curva patrén preparada en forma de diluciones
seriadas presenta linealidad en el rango entre 20 y 0,63 ng/
mL, por lo que la aplicacion de una funcién parabdlica resulté
adecuada para correlacionar la cantidad teérica y medida de
las PCHs para cada una de las concentraciones evaluadas.
Los resultados analiticos muestran una buena correlacion,
al obtenerse un coeficiente de determinacién superior a 0,99
(R2=0,9991). Estos resultados son comparables con los
reportados en la literatura (10). La condicién de exceso de
anticuerpos se demostré mediante el comportamiento de los
lotes del IFA analizados (Fig. 1), en los cuales se observan
valores constantes de concentraciones que no tienden a
incrementarse con el aumento de la dilucién. Este es un
aspecto muy importante en un inmunoensayo para cuantificar
PCHs, ya que es necesario demostrar la condicion de exceso
de anticuerpos como requisito para establecer la validez del
ensayo (2,11), pues de esta forma se garantiza la deteccion
de altas concentraciones de PCHs que pudieran estar
presentes en una muestra. Estos resultados demuestran
también la correspondencia entre las PCHs empleadas como
referencia y las impurezas que pueden encontrarse en las
muestras ensayadas (3).
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Fig. 1. Demostracién de la condicién de exceso de anticuerpo.
Eje de las X: 1, 2 y 3 diluciones seriadas por dos correspondientes
a las muestras (3 IFAs de HBsAg hum-rec); Eje de las Y:
concentracion de PCHs (ng/mL).

Los resultados obtenidos en la evaluacion del limite de
cuantificacion para las dos concentraciones mas bajas de la
curva patrén se muestran en la Tabla 1.

El método result6 preciso para las dos concentraciones, se
obtuvo coeficientes de variacion de 8,39% y 19,6%
respectivamente. Sin embargo, se observa que para la
concentracion de 0,63 ng/mL la exactitud no fue buena ya
que el 100% no estaba incluido en el intervalo calculado
(75,80-89,12%). Se escogié 1,25 ng/mL como limite de
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Tabla 1. Analisis de las concentraciones candidatas a limite
de cuantificacion.

Concentraciones de Media
HCP (ng/mL) (%) Intervalo (%) CV (%)
1,25 98,0 94,65 - 101,36 8,39
0,63 82,5 75,80 - 89,12 19,6

Media (%): porcentaje de recuperacion entre la concentracion esperada y la observada;
Intervalo (%): intervalo de confianza para los porcentajes de recuperacitn obtenidos; CV
(%): coeficientes de varacién entre los diferentes porcentajes de recuperacién
obtenidos.

cuantificacién, ya que se obtuvo una media de 98% de
recuperacion, entre la concentracién esperada y calculada,
una buena precisién y exactitud, ya que el 100% estuvo
incluido dentro de los limites calculados para el intervalo
(desde 94,65 % hasta 101,36 %), asi como un coeficiente de
variacion de 8,39 %. Se consideré como satisfactorio la
obtencién de coeficientes de variacion inferiores al 20% (12).

Este resultado esta en correspondencia con lo esperado para
este parametro, e incluso el limite de cuantificacién que se
obtuvo resulté inferior a los reportados para otros ensayos
de cuantificacion de impurezas (12, 13), y fue similar al estuche
genérico de PCHs de P pastoris cuando se emplea el
procedimiento estandar y al reportado por Dagouassat (14).

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos en la
evaluacion por ELISA de los diferentes tampones que
intervienen en el proceso de produccién.

Tabla 2. Analisis del comportamiento de diferentes tampones
empleados en el proceso de produccion.

T Replicas g Media de Limite
I 2 3 a as réplicas  Superior

1 0,034 0,029 0,032 0,036 0,033 0,043

2 0,03 0,021 0,013 0,025 0,022 0,045

3 0,047 0,021 0,024 0,021 0,028 0,035

4 0,021 0,013 0,018 0,027 0,019 0,038

5 0,024 0,014 0,022 0,034 0,024 0,052

Media de las réplicas: promedio de 4 determinacicnes de absorbancias a 492 nm de los
diferentes tampones evaluados. 1: Tris 20 mM, EDTAS mM, KSCN 3M, NaCI0,3MpH 4.
Precipitacion acida (SH); 2: Tris 20 mM, EDTA3 mM, NaCl 250 mM. Concentrado de celite
{CCT); 3: Tris 20 mM, EDTA 3 mM, KSCN 3M, NaCl 1M. Eluato de Inmunoafinidad
(EIAF); 4: Tris 20 mM, EDTA 3 mM, NaCl 0,4 M pH 7,2. Intercambio lénico Positivo (IIP);
5:Na,HPO,B mM, NaH,PO,xH,08 mM, NaCl 0,14 M pH 6.7. Formulado final (FF).

Se aplicé una prueba de eliminacién de errores groseros y se
eliminé el valor de absorbancia de la réplica 1 para el EIAF.
Se calculé el limite superior del intervalo de confianza para
cada uno de los tampones estudiados y el resultado de todas
las absorbancias fue inferior a la absorbancia del limite de
deteccion para este ensayo (0,053). Se demostré que no
hubo interferencias de los tampones evaluados. Estos
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resultados responden a una de las caracteristicas que deben
tener estos ensayos, los cuales deben ser lo suficientemente
robustos como para detectar las PCHs en muestras que
usualmente forman parte de matrices complejas, las cuales
incluyen otras impurezas del producto como: tampones, sales
y soluciones empleadas durante el desarrollo de los procesos
de produccién/purificacién y que potencialmente pueden
causar interferencias o inhibiciones (15, 16).

Se observa en la Tabla 3 el comportamiento obtenido en el
ensayo de exactitud para los diferentes tampones. En este
estudio se obtuvieron porcentajes de recuperacién entre el
80y el 120% para todas las concentraciones ensayadas en
los diferentes tampones estudiados, los cuales se
correlacionaron con los obtenidos en el estudio de diferentes
matrices realizado por la Cygnus Technologies y publicado
en el reporte de la validacién para el estuche de P pastoris
(17). Los valores promedios de recuperacion se encontraron
en el rango de 89,0 y 109,4%, donde se demostré la exactitud
del método. El ensayo resulté exacto para determinar las
PCHs en un rango entre 20 ng/mLy 1,25 ng/mL. Esto, ademas,
corrobora los resultados obtenidos en el estudio de la
especificidad, ya que se demuestra la capacidad del método
de evaluar con exactitud el analito en presencia de diferentes
tampones, sin interferencias de los mismos.

Tabla 3. Analisis de los tampones empleados en diferentes
pasos del proceso.

B Recuperacion en los Media
Tampones Oo:;:ntraclc:de ensayos (%) Recuperacion
(ng/mL) Ensayo 1 Ensayo 2 (%)
1 1,25 116,7 102,0 109.4
3 107,3 102,3 104,8
20 102,9 91,0 96,9
2 1,25 100,0 1073 103,7
3 93,0 14,7 1039
20 88,5 100,0 94,3
3 1,25 92,0 86,0 89,0
3 108,7 1053 1070
20 93,9 102,7 98,3
4 1,25 85,3 106,0 95,7
3 92,0 11,3 101,7
20 90,0 110,8 100,4
5 1,25 845 98,0 91,3
3 94,7 89,7 92,2
20 90,0 95,9 92,9
6 1,25 1133 99,3 106,3
3 107,0 89,0 98,0
20 955 92,4 93,9

1: Tris 20 mM, EDTAS mM, KSCN 3M, NaCl 0,3 M pH 4. Precipitacion dcida (SH); 2: Tris 20 mM, EDTA
3 mM, NaCl 250 Mm. Concentrado de celite (CCT); 3: Tris 20 mM, EDTA 3 mM, KSCN 3M, NaCl 1M.
Eluato de Inmunoafinidad (EIA); 4: Tris 20 mM, EDTA 3 mM, NaCl 0,4 M pH 7,2. Intercambio Iénico
Positivo (IIP); 5: Na,HPO, 8 mM, NaH.PO, x H,O 8 mM, NaCl 0,14 M pH 8,7. Formulado Final (FF);
6: leche descremada (Oxoid) al 0,5% en Solucién Salina Tamponada con Fosfatos (SSTF) 1X
(KH,PO, 0,168 mM; Na,HPO, 8,45 mM; KCI 2,61 mM y NaCl 0,137 mM, pH 7,2. Tampon del ELISA
(TE).

El estudio de la precisién y la exactitud para las dos
concentraciones extremas en curvas preparadas en diferentes
dias, demostré que el rango de trabajo es adecuado. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Andlisis de la precisién y la exactitud del rango
para concentraciones extremas.

Concentraciones

de HCP (ng/mL) Media (%) Intervalo (%) CV (%)
0,63 82,5 75,80-89,12 19,6
20 100,1 99,95-100,28 0,40

Media (%): porcentaje de recuperacion entre la concentracion esperada y la observada
en las dos concentraciones extremas analizadas; Intervalo (%): intervalo de confianza
para los porcentajes de recuperacion obtenidos; CV (%): coeficientes de variacién entre
los diferentes porcentajes de recuperacion obtenidos.

Para ambas concentraciones se obtuvo una buena precision;
sin embargo, la exactitud obtenida para la concentracién de
0,63 ng/mL, no fue buena, ya que el 100% no estuvo incluido
en el intervalo calculado. En nuestro ensayo no consideramos
la concentracion de 0,63 ng/mL dentro del rango del ensayo
por no ser exacta. Para garantizar una buena precisién, se
realizé la cuantificacion a partir de la concentracion de 0,125
ng/mL, que es el limite de cuantificacién calculado, ya que
resulté exacto y preciso.

Los resultados obtenidos en el ensayo de exactitud también
corroboran que el rango seleccionado es adecuado, ya que
se obtuvieron coeficientes de variacion entre 80 y 120% en la
recuperacion al emplear diferentes tampones. Por otra parte,
se recomienda que la validacién de un método de impurezas
debe realizarse durante el desarrollo del propio método y el
rango debe incluir el limite probable de los niveles de
impurezas que deben establecerse (9). El rango calculado
cumple con esta condicién ya que garantiza la cuantificacion
de ng/mL de impurezas de PCHs, que en la evaluacion de
mg/mL del principio activo equivale a niveles de ppm. Estos
resultados también se corresponden con los obtenidos en la
literatura en el desarrollo de ensayos para detectar PCHs
(10).

En la Tabla 5 se observan los resultados obtenidos en la
evaluacion de la repetibilidad y la precision intermedia.

Para la repetibilidad se obtuvieron coeficientes de variacion
entre 5-6%, para muestras seleccionadas en el rango medio
y alto de la curva estandar y 9,8% para el rango bajo. Para la
precision intermedia los coeficientes de variacion estuvieron
entre 6-7% para las muestras en el rango medio y alto y de
11,5% para el rango bajo.

Los resultados para ambos parametros fueron inferiores al
10y 20%, respectivamente, lo que esta acorde con lo reflejado
en la literatura para este tipo de ensayos (12, 13), y coincide
también con varios reportes de validacién publicados por la
Cygnus Technologies, en el desarrollo de estuches para
detectar PCHs. En ellos se considera adecuada la obtencion
de coeficientes de variacion inferiores al 10% para los rangos
medios y altos de los estudios de repetibilidad y precision
intermedia e inferiores al 12 y al 15%, respectivamente, para
el rango bajo (18).

Los estudios de los diferentes parametros de la validaciéon
resultaron similares a los obtenidos por otros autores en el
desarrollo de ensayos para cuantificar PCHs, entre los que
se destacan, por solo citar algunos ejemplos: un ELISA para
cuantificar PCHs en el mutante SY 161 de la estafiloquinasa
peguilada, capaz de detectar estas impurezas en el rango
entre 1-100 ng/mL (25) y un ELISA para cuantificar proteinas
de E. coli en una vacuna contra el virus sincitial humano
respiratorio (hRSV), con un limite de deteccién de 0,5 ng/mL
(14).
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Validation of an ELISA for the quantification of protein impurities from host strain on
the active principle of the Cuban recombinant vaccine against hepatitis B

Abstract

A double sandwich immunoassay was validated to quantify antibody protein impurities from host strain that can
be present in the active pharmaceutical ingredient of Cuban vaccine against hepatitis B. All biological reagents
used in the ELISA were prepared and characterized. The proteins from the host strain were obtained under the
same conditions as the production process of the recombinant protein until a purification or primary semipurification
step. The antisera addressed against those proteins were generated in rabbits by an immunization process in
cascade. For validation the parameters analyzed were: linearity, limit of detection and quantification, accuracy,
range and precision. The established assay was specific, and the calculated accuracy was from 89% to 109% for
all studied buffers. A parabolic fit and a working range from 0.63 to 1.25 ng/mL were demonstrated. The repeatability
and intermediate precision showed variation coefficients below 10% and 20% respectively.

Key words: ELISA, hepatitis B, vaccine, validation.
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