‘ Comisiéon Permanente de la
‘ FARMACOPER
de los Estados Unidos Mexicanos

Secretaria de Salud “

2025, Afo de la Mujer Indigena”
COMENTARIOS
Con fundamento en el numeral 6.3.3.1 de la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SSA1-2020, se publica el presente proyecto a efecto de que los interesados, a partir
del 1° de mayo y hasta el 30 de junio de 2025, lo analicen, evaltien y envien sus observaciones o comentarios en idioma espariol y con el sustento técnico suficiente
ante la CPFEUM, sito en Rio Rhin numero 57, colonia Cuauhtémoc, codigo postal 06500, Ciudad de México.
Correo electronico: consultas@farmacopea.org.mx.

DATOS DEL PROMOVENTE

Nombre: Cargo:
Institucion o empresa: Direccion:
Teléfono: Correo electronico:

EL TEXTO EN COLOR ROJO HA SIDO MODIFICADO

Dice Debe decir \ Justificacion*

DETERMINACION DE ADN RESIDUAL DE
CELULAS HOSPEDERAS

Este método general describe los métodos
analiticos que pueden usarse para medir el
contenido y earacterizareHtamafio-del cuantificar el
ADN residual de la célula hospedera en productos
bioldgicos/biotecnoldgicos. El presente método no
excluye el uso de nuevas alternativas que sean
aceptadas por la autoridad competente.
Actualmente, existen varios métodos analiticos con
alta sensibilidad para la cuantificacién de ADN
residual de las células hospederas, que incluyen
dos aproximaciones: a) La reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitativa (QPCR) y el b) método
inmunoenzimatico. El método a utilizar dependera
de la naturaleza del producto biolégico a ser
analizado tomando en cuenta las caracteristicas y
limitantes de cada uno de acuerdo con lo indicado
enla Tabla 1.
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Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas del

gPCR y de métodos inmunoenzimaticos.
Caracteristicas | qPCR Método

(Método A) inmunoenzimatico

(Método B)

Permite Si No

topafe-de DRl
Sensibilidad de
la prueba
Limite de 0.01-10 pg/mL 2-10 pg/mL
cuantificacion
(puede variar
dependiendo de
la matriz, del
método y de las
sustancias que
pueden
interferir)
Especificidad ADN especifico ADN total
(ADN total vs

ADN

especifico)

Sustancias que | Proteinas Detergentes/proteinas
interfieren /solventes/ ARN
Limitaciones Fragmentos mas No es aplicable para

pequefios que el productos que se
producto de PCR | basan en ADN.

no pueden ser El contenido de ADN

detectados y se subestima para

cuantificados. fragmentos debajo de
1,000 pares de bases
(pb).

Tomado de la Farmacopea Europea. Tabla 2.6.35.-1.

PREPARACION DE LA MUESTRA.
La concentracion de ADN residual de la célula
hospedera puede variar dependiendo del tipo de
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producto biolégico/biotecnoldgico y de la capacidad
de eliminacion del DNA durante el proceso de
manufactura.

Dependiendo del origen de la muestra, puede ser
necesario un pre-tratamiento de ésta para asegurar
la recuperacion apropiada del ADN residual de la
célula hospedera.

Cuando se analizan muestras altamente
purificadas de proteina, tales como proteinas
recombinantes o anticuerpos monoclonales, la
digestién con proteinasa o la cromatografia de
afinidad podria ser suficiente para separar el ADN
residual de la célula hospedera. Sin embargo, para
sistemas mas complejos tales como vacunas o
vectores virales, un paso adicional de lisis viral
podria requerirse para liberar el ADN residual de la
célula hospedera de las particulas virales.

Debido a que el método inmunoenzimatico es
especialmente sensible a la interferencia por
proteinas, durante el procesamiento es necesario
incorporar una etapa de pre-tratamiento inicial, el
cual puede incluir digestion con proteinasa K'y con
dodecil-sulfato de sodio (SDS). Este paso puede
mejorar la recuperacion de ADN residual de la
célula hospedera. En algunos casos, este DNA
también puede unirse a los componentes de la
muestra y/o sustancias solubles que interfieren
pueden estar presentes, en cuyo caso podria ser
necesario extraer el ADN residual de la célula
hospedera de la muestra.

EI ADN puede extraerse utilizando protocolos
recomendados que han demostrado un porcentaje
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de recuperacion satisfactorio. Existen varios
métodos disponibles, incluyendo la precipitacion de
ADN o la union especifica de ADN a una matriz (p.
ej. perlas magnéticas o columnas de silica).
También pueden usarse kits comerciales para
extraer de las muestras de el ADN residual.
Algunos de estos kits usan un agente caotropico
(yoduro de sodio) y un detergente (lauril-
sarcosianato de sodio) para romper la asociacion
del ADN residual del hospedero y los componentes
de la muestra. Posteriormente, el ADN residual del
hospedero en la muestra se recupera por co-
precipitacion con una molécula acarreadora (tal
como glicdgeno) en presencia de etanol o 2-
isopropanol. Varios procedimientos independientes
de extraccion pueden requerirse, dependiendo de
la reproducibilidad de la recuperacion. Es
necesario incluir controles negativos en cada
procedimiento de extraccion. En algunos casos, es
necesario hacer diluciones de las muestras para
reducir el efecto de la matriz. También puede
aplicarse un factor de correccion para tomar en
cuenta el porcentaje de recuperacion.

A) METODO DE gPCR. (Tomado de la EuPh).

Este método puede usarse para cuantificar una
secuencia de ADN celular blanco a partir de una
variedad de muestras. Para la cuantificacion de
ADN residual de la célula hospedera, el gPCR
busca una secuencia estable altamente
conservada de una region de la célula hospedera o
elementos de repeticion blanco para mejorar la
sensibilidad del ensayo que se usa. Cuando los
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elementos de repeticién son el blanco, podria ser
dificil eliminar el potencial ruido de fondo debido al
ADN del ambiente (p. €j. Cuando se usan

secuencias humanas Alu). ELgPCR-también-puede
uSarse pa a.detel AiRara-C 6irbusion de’ famafios
de ’I‘E residua de. a e H esp_ede||a leen o-tha

I rusas) ‘dad do ADN residual
doleenlulo hocondoen

La especificidad del método de gPCR debe
establecerse durante la validacion del método
demostrando la ausencia de reacciones cruzadas
con secuencias no relacionadas. Alternativamente,
también pueden usarse los métodos de PCR
digital.

Amplificacién por gPCR.

La deteccion y cuantificacién de ADN residual del
hospedero por gPCR puede involucrar el uso de
fluoréforos no especificos que se intercalan en el
ADN de doble cadena, o sondas de ADN de
secuencia especifica. (Referir a la descripcion del
método de PCR).

El nimero de ciclos requeridos para la medicién
fluorescente puede exceder el valor del umbral o
threshold ( Ct o Cp) y se correlaciona con la
cantidad inicial de ADN residual del hospedero en
la muestra.

Si se desarrollan varias extracciones, las muestras
resultantes deben ser analizadas a una dilucion
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adecuada. Siempre es necesario tener controles
negativos para el PCR.

Es necesario desarrollar una curva estandar
utilizando diluciones seriadas del ADN genomico
de la célula hospedera para poder determinar los
niveles de ADN residual del hospedero en los
productos biologicos con base en los valores de Ct
0 Cp. Se recomienda el uso de ADN gendmico
representativo y cuidadosamente caracterizado
(extraido a partir de las células usadas para la
produccion de los productos biolégicos), para la
generacion del estandar.

La misma metodologia se aplica para la evaluacion
del tamafio del ADN residual del hospedero. Por lo
menos se deben disefiar 2 sets de cebadores para
amplificar fragmentos que se sobreponen de
diferentes tamafios en la secuencia blanco.
También pueden usarse kits comerciales para la
deteccidn de las secuencias blanco que contengan
los controles necesarios para la deteccion del ADN
residual del hospedero.

Criterios de idoneidad.

Muestras control. Con la finalidad de controlar el
riesgo de contaminacion y asegurar una adecuada
sensibilidad, cada ensayo de PCR incluye los
siguientes controles:

- Un control negativo para gPCR y un
control negativo de extraccion,
compuesto de una muestra en una
matriz adecuada en la que se ha
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comprobado que esta libre de la(s)
secuencia(s) blanco.

- Un control positivo para gPCR, el cual
contiene un numero definido de copias
de secuencias blanco o una
concentracion definida de ADN, la cual
se determin6 de manera individual
para cada sistema de ensayo.

- Un control de extraccion, que
generalmente se agrega como control
interno al material de prueba a una
concentracion definida o un numero de
copias de la secuencia blanco. En este
caso, los amplicones deben ser
claramente discernibles y pueden ser
detectados por reacciones de qPCR
separadas. Alternativamente, puede
usarse un control externo que consiste
en una muestra mezclada con una
cantidad de ADN gendmico bien
caracterizado.

La recuperacion de la extraccion debe estar en
valores predeterminados basados en el desarrollo
del ensayo de acuerdo con lo demostrado durante
la validacién de éste.

- Curva estandar de ADN gendmico. La
curva estandar es lineal en el intervalo
seleccionado.

El coeficiente de determinacion R2 asociado con la
curva estandar debe ser mayor o igual a 0.98. La
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eficiencia del PCR se encuentra dentro de los
limites pre-establecidos.

El coeficiente de variacion para los diferentes
extractos o réplicas no es mayor que los criterios
predefinidos.

Calculos:

Si se desarrollan diversas extracciones, cada
muestra que se extrajo debe ser analizada
individualmente. El contenido de ADN residual del
hospedero se calcula a partir de la curva estandar
de ADN gendmico promediando los valores
obtenidos de las diferentes extracciones o réplicas.
Un factor de correccion podria también ser
aplicado para tomar en cuenta el porcentaje de
recuperacion para la cuantificacion del ADN total
de las muestras.

Para la caracterizacion del tamafio del ADN
residual del hospedero, la distribucion de los
fragmentos que se sobreponen de tamafios
diferentes se calcula como la relacion entre el
numero de copias de cada amplicon de cada
tamario con respecto al numero de copias del
amplicon de menor tamafio.

Método especifico de qPCR para determinar el
ADN residual de E. coliy células CHO.

El siguiente método es adecuado para determinar
el ADN residual proveniente de células hospederas
en productos terapéuticos recombinantes
producidos usando la bacteria Escherichia coli (E.
coli) o el linaje celular de ovario de hamster chino
(CHO).
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Se presenta un procedimiento de extraccion
adecuado, que puede ser usado previamente a la
determinacion de ADN residual de células
hospederas por métodos basados en la reaccion
en cadena cuantitativa de la polimerasa (QPCR).

PROCEDIMIENTO:

« PREPARACION DE LA MUESTRA:

Este método sirve y es validado para
concentraciones de ADN iniciales entre 0.01 y 50

pg/pL.

Solucion de resuspension (SR): Disolver
clorhidrato de tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris-
HCI) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para
obtener una solucién de 10 mMy 1.0 mM,
respectivamente. Agregar acido clorhidrico o
hidrdxido de sodio para ajustar a el pH de 8.0.

Solucion estandar de ADN (SEADN): Diluir el
estandar de ADN gendmico de células CHO o el
estandar de ADN genomico de E. coli segun sea
apropiado, hasta una concentracion de 1 pg/mL en
SR.

Soluciones muestra (SM): Diluir o reconstituir las
muestras del andlisis para: 1) evitar la interferencia
de la matriz que afecta la recuperacion del ADN, 2)
obtener un volumen inicial apropiado o 3) llevar la
concentracion del analito dentro del intervalo
cuantitativo del método de qPCR. Se pueden diluir
las SM en agua 0 en SR, si fuese necesario. Para
las muestras de producto, las SM deben contener
material de partida suficiente para permitir la
determinacion del contenido de ADN residual, si
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estuviera presente al limite indicado en la
especificacion.

Solucién de control positivo (SCP): Preparar la
SCP agregando cantidades conocidas de SEADN
a las SM hasta una concentracién apropiada para
la valoracion (justificando el valor por la
especificacion o de otra manera).

Solucién de control negativo (SCN): Utilizar
agua o SR en lugar de las SM en los
procedimientos de extraccion y se extraera junto
con cualquier muestra (si es necesaria la
extraccion). La SCN se analiza usando el método
basado en qPCR para determinar el contenido de
ADN aportado por el ruido de fondo (background) y
para demostrar que no existe posible
contaminacion cruzada durante la valoracion.

Etanol al 70%: Preparar agregando agua al etanol
para obtener una concentracién final de 70% (v/v).

Solucion de proteinasa K: Disolver Tris-HCl,
EDTA y dodecil-sulfato de sodio (SDS) para
obtener soluciones de 100 mM (pH 8.0), 5 mMy
100 mg/mL, respectivamente. Agregar proteinasa
K1 a esta solucién hasta una concentracion final de
10 mg/mL.

Solucién de yoduro de sodio: Yoduro de sodio
6 M, EDTA 15 mM, sulfito de sodio al 0.25%, N-
lauroil-sarcosinato de sodio al 0.5%, Tris-HCI

25 mM de pH 8.0 y 35 pg/mL de acrilamida. Para
100 mL (modificar la escala segun corresponda),
agregar en el siguiente orden mientras se
encuentra en agitacion: 50 mL de agua libre de
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nucleasas, 0.25 g de sulfito de sodio, 3.0 mL de
solucion de EDTA 0.5 My 2.5 mL de Tris-HCI 1 M
de pH 8.0 (todas las soluciones deben prepararse
con agua libre de nucleasas). Posteriormente,
agregar lentamente 89.93 g de yoduro de sodio.
Agregar agua libre de nucleasas hasta un volumen
final de 100 mL. Filtrar la solucién usando una
membrana con tamafio de poro de 0.2 um.

NOTA: Esta solucidn base puede almacenarse en
la oscuridad a 4°C durante un maximo de 1 afio.

En el dia de su uso, agregar acrilamida y N-lauroil
sarcosinato de sodio hasta obtener
concentraciones finales de 35 pg/mL y 0.5% (p/v),
respectivamente.

NOTA: El agregado de N-lauroil sarcosinato de
sodio a la solucién de yoduro de sodio puede
causar turbidez. Si esto sucede, puede ser Util
entibiar la solucion a 50 - 55°C durante 2-3 minutos
antes de su uso para la extraccion.

Extraccion: Agregar 50 uL de solucién de
proteinasa K a cada 450 uL de muestras por
triplicado de las SM; y de la SCP y de al menos
una muestra de la SCN, en un tubo de centrifuga
de 2.0 mL. Mezclar e incubar a 60 £ 2°C durante
1- 24 horas. Agregar 500 pL de solucion de yoduro
de sodio a cada tubo. Mezclar e incubar a 40°C
durante 15 minutos. Agregar 900 L de etanol al
100%, mezclar bien e incubar a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Centrifugar a

10 000 x g durante 15 minutos para formar un
pellet de ADN.
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NOTA: Puede ser util centrifugar a 2°- 8°C para
mejorar la recuperacion de ADN.

Retirar y desechar el sobrenadante. Lavar el pellet
agregando 1 mL de etanol al 70% que contenga 3
Mg/mL de glicdgeno o acrilamida, centrifugar
nuevamente y desechar el sobrenadante. Secar el
pellet al aire durante 5 - 10 minutos hasta que no
se observe ningun liquido. Volver a suspender el
pellet y registrar el volumen de agua o SR usado,
que puede requerirse cuando se informen los
resultados finales en Calculos.

« ANALISIS POR qPCR.

Mezcla maestra 2X: La solucion amortiguadora
debe contener cloruro de magnesio,
desoxiadenosina trifosfato, desoxiguanosina
trifosfato, desoxicitidina trifosfato, deoxiuridina
trifosfato, desoxitimidina trifosfato y ADN
polimerasa altamente purificada de acuerdo a lo
indicado por el fabricante. Mezclar bien
inmediatamente antes de usar.

Soluciones Stock de cebadores y sondas de
ADN: Segun el ADN de las especies que se estén
analizando, preparar soluciones 10 uM individuales
de los pares de cebadores y sondas que se indican
a continuacion usando agua libre de nucleasas (ver
la Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores para gPCR.

Cebad | 5-

or CCTTACGACCAGGGCTA
directo | CACA-3'
(Fwd)

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2025-2

Pagina 12 de 20

PRODUCTOS BIOLOGICOS




SaIUd ‘ COFEPRIS ‘.Comns'én Permanente de la
secretaria de saIUd “ CONTRA RIESGOS SANITARIOS " lc--j‘e \f‘)s EsTorgosﬁniEosUMgicEng
2025, Aiio de la Mujer Indigena”

Debe decir Justificacion*

E.coli | Cebad | 5'-
or CTCGCGAGGTCGCTTCT
inverso | C-3'
(Rev)

Sondaz | 5'-
CGTGCTACAATGGCGCA
TACA-3'

Cebad | 5-

or CCTGAGTTCAATTCCCA
directo | GCAA-3'
(Fwd)

Célula | Cebad | 5-

S or ACATTCTGCTTCCATGTA
CHO | inverso | TATCTGCA-3'
(Rev)
Sondaz | 5'-
TGGCTCACAACCATCCG
TTATGAGACCT-3'

a | a sonda puede marcarse en 5' con 6-
carboxifluoresceina y marcarse en 3' con 6-
carboxitetrametilrodamina o una alternativa
adecuada. Tomado de la USP.

Solucion para sonda de ADN: Diluir la solucion
para sonda de ADN hasta 2.5 uM con agua libre
de nucleasas.

Soluciones estandar: Diluir la solucion del
estandar de ADN para obtener cinco o mas
estandares adecuados dentro del intervalo de
concentracion de 0.001 a 100 pg/uL.
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Analisis de las muestras: Soluciones muestra,
solucién de control positivo, solucion de control
negativo y soluciones estandar.

NOTA: Si se extraen las muestras, entonces se
usaran los extractos de las soluciones muestra y
los extractos de las soluciones de control.

Transferir 25 L de la mezcla maestra 2X a cada
pocillo de una placa para gPCR de 96 pocillos.
Agregar 5 uL del cebador directo (fwd) de ADN
base, del cebador inverso (rev) de ADN base y de
la solucién para sonda de ADN de las especies
apropiadas a cada pocillo. Agregar 10 L de las
soluciones muestra (extracto), las soluciones
estandar (extracto), la solucion de control negativo
(extracto) o la solucion de control positivo
(extracto) a los respectivos pocillos.

NOTA: El volumen de reaccion de la gPCR se
puede modificar segun sea apropiado para
adaptarse a los diferentes instrumentos.

Mezclar, sellar la placa herméticamente y
centrifugar durante 1 minuto a 1000 x g. Colocar la
placa en un termociclador para qPCR adecuado.
Incubar durante 2 minutos a 50°C, luego durante
10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos, cada
ciclo de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante
1 minuto.

NOTA: Las condiciones de PCR son sugeridas, se
recomienda estandarizar el método de acuerdo a
los reactivos, instrumentos y termocicladores
(equipos) usados. Algunes-instrumentos-y
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Se deben seguir cuidadosamente las
recomendaciones especificas para el
instrumento/reactivo.

Se debe monitorear la sefial de la sonda marcada
usando un detector de fluorescencia adecuado.
Determinar el valor del umbral usando las
recomendaciones especificas para el instrumento.
Registrar el ciclo umbral (Ct) para cada muestra.

Calculos:

Graficar el logaritmo de la cantidad de ADN de las
soluciones estandar en funcion del Ct.

Calcular la pendiente y la interseccion con el eje.

Usando estos valores y la siguiente ecuacion,
calcular la cantidad de ADN en cada pocillo:

[Ct — b]
m
Resultado = 10

Ct = Ciclo umbral de las soluciones muestra.

b = Interseccion de la linea para las soluciones
estandar.

m = Pendiente de la linea para las soluciones
estandar.

Calcular la cantidad de ADN en cada una de las
SM. Corregir por la dilucion o la concentracion de
la muestra.

Nota: La mayoria de los equipos de PCR calculan
automaticamente la eficiencia, la pendiente, la
interseccion y la cantidad de ADN por pocillo de
acuerdo a la curva estandar; en caso contrario usar
la ecuacidn antes indicada.

Aptitud del sistema:
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Muestras: Solucion de control negativo y
soluciones estandar.

Requisitos de aptitud:

Solucién de control negativo: El C
correspondiente a la solucion de control negativo,
si se presenta, es no menor que el Ct de todas las
concentraciones mas bajas de las soluciones
estandar.

Sensibilidad: El C: correspondiente a la
concentracion mas baja de las soluciones estandar
es no mas de 39.

Linealidad: El coeficiente de regresién relacionado
con las soluciones estandar es no menos de 0.98.
La pendiente se encuentra entre -3.1 y -3.8.

Criterios de aceptacion: Toda muestra
cuantificable debe estar dentro de la curva
estandar.

Exactitud: La media de recuperacion de
cantidades conocidas agregadas de tres
determinaciones repetidas de la SCP se encuentra
entre 50% y 150%.

NOTA: Corregir por la dilucion de la muestra si se
requiere debido al procedimiento de extraccion.

Desviacion estandar relativa: No mas de 30%
para tres determinaciones repetidas de las SM; no
mas de 30% para tres determinaciones repetidas
de la SCP.

El limite de ADN residual se define en la
monografia del producto.

B) Método inmunoenzimatico. (Tomado de la
EuPh).
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El método inmunoenzimatico es una técnica no
especifica para la cuantificacion de ADN residual
del hospedero (sin importar su origen). Es también
un ensayo para ADN total, por lo que,
consecuentemente, no solamente es critico evitar
la contaminacion por parte del ADN del ambiente,
sino también deben usarse materiales y reactivos
libres de ADN. Las muestras usadas deben estar
libres de contaminacién microbiana; ademas, todas
las muestras, controles y estandares deben ser
procesados bajo condiciones controladas hasta el
paso de desnaturalizacion. EI método también
puede detectar ADN de cadena simple si se disefia
para tal fin.

PRINCIPIO:

Este ensayo de ADN total consiste en 4 pasos:

- Desnaturalizacion y formacion de
complejos, donde el ADN se
desnaturaliza a ADN de cadena simple
por calentamiento de la muestra. El
ADN desnaturalizado se mezcla con
un reactivo que contiene una proteina
conjugada con estreptavidina (que se
une al ADN de cadena simple) y un
anticuerpo monoclonal anti-ADN
conjugado con ureasa. La proteina de
union al ADN y el anticuerpo
monoclonal son especificos para el
ADN de cadena simple pero no son
especificos para ninguna secuencia.
La fase liquida, en presencia de
estreptavidina, facilita la formacién de
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un complejo con el ADN de cadena
simple de la muestra.

- Filtracion, donde el complejo se filtra a
través de una membrana de
nitrocelulosa biotinilada. La biotina en
la membrana captura los complejos de
unién con estreptavidina. La
membrana se lava para remover
cualquiera de los reactivos que no se
unen. La unién inespecifica se evita
mediante el uso de una membrana de
nitrocelulosa recubierta con albumina.

- Deteccion, donde la membrana se
coloca en el detector, el cual contiene
una solucién de urea que reacciona
con la ureasa en el complejo de ADN y
produce amonio. El cambio de pH
asociado se mide en un sensor
potenciométrico en mV/s 'y es
directamente proporcional a la
cantidad de ADN en la muestra.

- Andlisis, donde los datos de la muestra
y de la curva estandar se analizan
usando un software apropiado para
determinar el contenido de ADN
residual de la célula hospedera en la
muestra.

Todas las muestras y los controles negativos se
miden mezclados y sin mezclar. La solucion
mezclada (1,000 pg/mL) se prepara a partir de una
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solucién concentrada de estandar (ADN de timo de
ternera) a 5,000 pg/mL.

Criterios de adecuabilidad.

Muestras control:

- Lacantidad de ADN en el control
positivo se encuentra en el intervalo
indicado por el certificado del lote dado
por el proveedor,;

- Larecuperacion de la mezcla en el
control negativo esté entre 80 y 120% .

Muestras:

- Cuando se analizan varias réplicas, el
coeficiente de variacion de las
diferentes réplicas no es mayor que los
criterios predefinidos;

- Larecuperacion de la mezcla se
encuentra entre el 80 y 120%.

Calculos:

El contenido de ADN residual de la célula
hospedera se calcula en pg/ mL, usando la
siguiente ecuacion:

ID x (C—A)
1%

ID = Relacion para la dilucidn y el muestreo.

C = Valor promedio (en pg por tubo) para los tubos
de prueba que contienen la muestra diluida.

A = Valor promedio (en pg por tubo) para los tubos
de prueba que contienen el control negativo.

V = Volumen en el tubo de prueba, en mL
(generalmente 0.5 mL por tubo).
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donde necesariamente, este resultado debe ser
corregido por la recuperacion en la extraccion (p.
Ej., recuperacion promedio para un producto
dado).

Este método debera ser validado por el fabricante
teniendo como base el Método General de Analisis
de ELISA.

*Para una mejor comprensién de su solicitud adjunte bibliografia u otros documentos que sustenten sus comentarios.
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