Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente {virién fraccionado, inactivada)

353 Reactivos

Reactivos

« Acetonitrilo (gradiente de HPLC).
¢ Agua purificada.

Referencias estindar y coniroles

¢ Estandar de referencia: octoxinol 9

s Control interno: Solucidn de octoxinol 9, 40 pg/mL
3,54  Procedimiento operativo

3.54.1 Condiciones cromatograficas
¢ Precolumnas y columnas analiticas: fase inversa (C4)
¢ Deteccion: UV/VIS a 225 nm.

¢ Fase movil:
* Disolvente A: Agua purificada
e Disolvente B: acetonitrilo.

» Elucion: la columna se equilibra primero con una mezcla de disolvente A y disolvente B. La
separacion de los analitos se asegura mediante el uso de una elucion por gradiente.

3.54.2 Procedimiento analitico

El procedimiento analitico se describe a continuacién:

s Preparacién del disolvente de disolucion con acetonitrilo y agua purificada (utilizado como
testigo).

o DPreparacion de las soluciones de cuantificacion Q1 y Q2: solucién de referencia de octoxinol 9
y disolventes de disolucidn,

s Preparacion de la solucién de control del limite de cuantificacién: solucion de cuantificacién
y disolvente de disolucion. :

o Preparacién de la solucién de control interno: octoxinol 9 y disolvente de disolucion.
« Preparacidn de las muestras de prueba: muestra y disolvente de disolucidn,

e Eltestigo, el control interno, las soluciones de cuantificacidn, la solucion de contro} del limite
de cuantificacién y las musstras se inyectan y se separan utilizando un gradiente especifico,
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

3.5.5 Lectura, calculo, resultados

Cada analito se detecta mediante absorcion UV a 225 nm.
La concentracién de octoxinol 9 en la muestra de prueba se calcula con la siguiente formula:
Concentracién de octoxinel 9 (ug/mlL) = f—}ﬂ—?f—Fe
Sg: Area del octoxinol 9 en el cromatograma de la solucion analizada.

Cq: Concentracion del octoxinol 9 en la solucién de cuantificacion (pg/mL).
Sq: Area del octoxinol 9 en el cromatograma de la solucién de cuantificacion.

Fpo: Factor de dilucidn de la solucidn analizada.

3.5.,6  Criterios de validez
La prueba se considera valida si se cumplen las siguientes condiciones:
» Ausencia de picos en el tiempo de retencién de octoxinol 9 en el cromatograma “testigo”.

¢+ El tiempo de retencién de octoxinol 9 deberia ser de aproximadamente 4,5 minutos.
Prueba de idoneidad de HPLC: el coeficiente de variacion de la repetibilidad para las
6 inyecciones del control interno debe ser inferior al 1,0 %. '

¢ La proporcidn entre el nivel de sefial obtenido para el pico de octoxinol 9 en el limite de
cuantificacién y el nivel de ruido de fondo obtenido en el tiempo de retencién del octoxinol 9
en el testigo debe ser de al menos 20.

s Eldrea del pico de octoxinol 9 en las muestras no es mayor que el drea del pico de octoxinol 9
en las soluciones de cuantificacién Q1 y Q2, ni es inferior al 4rea del limite de cuantificacién.

Los informes de cuantificacion de las 2 soluciones de cuantificacion deben encontrarse dentro de
los limites determinados estadisticamente,

Informe de cuantificacion = M

S2xmg,

mq1: Masa del octoxinol 9 en la solucion de cuantificacion Q1 (ug/mL)

So1: Atrea del octoxinol 9 obtenida en el cromatograma de la solucion de cuantificacion Q1.
maqa: Masa del octoxinol 9 en la solucion de cuantificacion Q2 (ug/mL) |

Sea: Atea del octoxinol 9 obtenida en el cromatograma de la solucién de cuantificacion Q2.

s La concentracién obtenida para el control interno al final de la secuencia se encuentra deniro
de los limites del grafico de control.

¢ Los pardmetros de adquisicién del método son los mismos que los de las instrucciones.
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionade, inactivada)

Seccion 3.2.5.4.4 Anadlisis de lote
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virlon fraccionado, inactivada)
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Introduccion

En esta seccion se presenta la descripcidn de los lotes de principio activo (DS) de la vacuna
antigripal tetravalente (QIV) con los datos correspondientes de andlisis de lotes.

Los lotes presentados son los tres primeros lotes consecutivos elaborados a partir del lote de
siembra de trabajo (WSL), y:

s los lotes que ingresan en la formulacion de los lotes del producto final a granel utilizado para
los estudios de validacion de 400 L, los estudios no clinicos y el estudio clinico (GQM11);

s los lotes presentados en las secciones de estabilidad del prineipio activo,

2 Descripcion de los lotes

El nimero del lote, el tamafio del lote, la fecha de elaboracion y el uso de los lotes de DS
presentados en la seccion se presentan en la Tabla 1. Todos los lotes se produjerort en la planta de
elaboracién de Val de Reuil.
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Saneofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Tabla 1: Descripcion de los lotes de principio activo
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Nombre de la cepa Nimerc de | Tamaiic del Fecha de Utilizacién del lote
lote lote - elaboracion
(L)
_A/California/7/2009 FA491832 70,1 17 MAR 2013 Estudio de estabilidad
(NYMC X-1794) (HIND)  {"caq91837 | 65,39 17 MAR 2013 Estudio de estabilidad
FA516286 63,4 22 DIC 2013 Estudios no clinicos/estudio clinico
(GQM11)/validacitn del proceso del
PFAG y del FP/estudio de estabilidad
FAS521583 60,7 27 FEB 2014 Estudios ne clinicos/estudio clinico
(GQM11)/validacion del proceso del
. PFAG Yy del FP
FA528519 64,3 0 MAY 20i4 Estudios no clinicos/estudio clinico
(GQM11)/validacion del proceso del
PFAG y del FP
144,1 18 ABR 2013 Estudios no clinicos/estudio clinico
FA495333 (GQM! 1)/validacion del proceso del
FA493934 131,3 19 ABR 2013 PFAG y del FP/estudio de estabilidad
FA513975 145,4 23 NOV 2013 Estudio de estabilidad
&@;}"é’iug?:) (H3N2) FAS513976 | 1478 23NOV 2013 Uha de los tres primeros lotes congecutivos
_ elebotdos a partidel WL,
FA523944 133,6 22 MAR 2014 Estudios tio chinicos/estudio elinieo
(GQM 11 )/ validacién del proceso del
PFAG y del FP
B/Brisbane/60/2008 FA495974 | 1100 25 ABR 2013 Estudio de estabilided
(B/linaje Victorla) FA495977 | 104,5 25 ABR 2013 Estudios o cHicos/estudio clinico
(GQM11)/validacion del proceso del
PFAG y del FP/estudio de estabilidad
FA518526 110,7 26 ENE 2014 Uno de los tres primeros lotes consecutivos
claborados a partir del WSL
FA518527 130,0 27 ENE 2014 Estudios no clinicos/estudio clinico
{GOM11Yvalidacion del proceso del
PFAG y del FP
(GQM11)/validacién del proceso del
PFAG y del FP/estudio de estabilidad
B/Massachusetts/2/2012 FA492930 139,68 27 MAR 2013 Estudios no clinicos/estudio clinico
(B/linaje Yamagata) (GQM11)/vatidacion del proceso dei
PFAG vy del FP/estudio de estabilidad
FA492931 118,7 27 MAR 2013 Estudio de estabilidad
FA525560 112,8 31 MAR 2014 Estudios no ¢linicos/estudio clinico
(GQM1 1)/validacion del proceso del
PFAG y del FP
FAS525567 121,7 31 MAR 2014 Estudiv de estabilidad
107,6 1 ABR 2014 Estudies no clinicos/estudio clinieo
FAS25570 {GOM11)/validacion del proceso del
PFAG y del FP
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Sanofi Pasteur . Seccion
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Analisk

3  Analisis de lotes

La Tabla 2, la Tabla 3, 1a Tabla 4 y la Tabla 5 presentan los resultados de las pruebas de
liberacidn de los lotes de DS. ‘
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada)

Todas las pruebas de lotes de DS de las cepas A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (H1
AlTexas/50/2012 NYMC X-223A) (H3N2), B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria) y
B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata), cumplen las especificaciones.
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Sanofi Pasteur . Seccibnf.2.5.4.5

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionade, inactivada) Justificacién de las especi

Seccion 3.2.8.4.5 Justificacion de las especificaciones
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente {virién fraccionado, inactivada) _Justificacién de las especifigstiodeds

Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1  TIntroduccion

En esta seccion se presentan las justificaciones de la especiﬁcacién de liberacion de las etapas de
principio activo (DS) de la vacuna antigripal tetravalente (QIV).

La especificacion de liberacidn (es decir, la lista de pruebas, el método utilizado y los criterios de
aceptacion) se basa en las reglamentaciones vigentes, tales como:

¢ Monografia n.° 0158 “Vacuna antigripal (virién fraccionado, inactivada)” de la Ph. Eur.;

¢ Serie de informes técnicos de la OMS (TRS) n.° 927, 2005, anexo 3, “Recommendations for
the Production and Control of Influenza Vaccines (Inactivated)” {recomendaewnes para la
produccién y ¢l control de vacunas antigripales (inactivadas}].

¢ ICH Q6B “Specifications; Test Procedures and Acceptance Criteria for
Biotechnological/Biological Products” [especificaciones: procedimientos de prueba y criterios
de aceptacion para productos biotecnologicos/bioldgicos] septiembre de 1999,

Los métodos utilizados son los requeridos por las reglamentaciones antes mencionadas.

Los criterios de aceptacion se fijaron de conformidad ya sea con las monografias de la Ph. Eur.
como conl las demés reglamentaciones antes mencionadas, o basandose en la experiencia obtenida
durante el desarrollo del DS,

2  Contenido de antigeno hemaglutinina

Segtin la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, la prueba para determinar el
contenido de antigeno HA se realiza por intnunodifusion radial simple (SRID).

El contenido de antigeno HA del DS se considera indicador de la productividad (rendimiento).
Dado que este pardmetro depende de la cepa, no se pudo definir un criterio de aceptacién. El
contenido de antigeno HA para cada cepa que se determina en esta etapa se utiliza solo para
realizar célculos durante la formulacién del producto final a granel (PFAG) (vea la

seccion 3.2.P.3.3 Descripcidn del proceso de elaboracion y controles del proceso). En la etapa de
producto llenado (FP) se establece un lfmite formal para el contenido de ant{geno HA (vea la
seccion 3.2.P.5.1 Especificaciones) segln lo requiere la Ph. Eur. 0158, edicidn actual.
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3  Identificacion del antigeno hemaglutinina, identificacién del antige
neuraminidasa y actividad enzimatica de la neuraminidasa

Seguin la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, se evalua el antigeno neuraminidasa
en los tres primeros lotes de DS elaborados a partir de un nuevo lote de siembra de trabajo.

La presencia y el tipo de antigeno NA se confirman mediante un método de amplificacién de
dcidos nucleicos (transcripcidn inversa y reaccidn en cadena de la polimerasa, RT-PCR
{identificacién]) y un método enzimatico (actividad). Ademas, se incluye una prueba especifica de
identidad para el antigeno HA en el conjunto de especificaciones para el DS. Ambos antigenos
tienen una actividad biolégica medible’.

4  Prueba de esterilidad bacteriana y fingica

La prueba de esterilidad bacteriana y fingica es un requisito de la Ph. Eur. n.° 0158, edicién
actual, para documentar la seguridad del principio activo. El método de filtracién por membrana y
¢l criterio de aceptacion (“ausencia de crecimiento microbiano”) cumplen con la Ph, Eur. 2.6.1,

S Prueba de inactivacion (virus infeccioso residual)

Segln la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicidon actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, la
prueba de virus infecciosos residuales se realiza en la etapa de DS.

El criterio de aceptacion es “ausencia de virus infecciosos residuales”, de conformidad con la
monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual.

6 Contenido de octoxinol 9

Segtin la, monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, se
realiza la cuantificacién de los productos quimicos utilizados para la fragmentacion, en este caso
octoxinol 9. El contenido de octoxinol 9 se determina por cromatografia liquida de aita resolucidn
(HPLC) de fase inversa.

El criterio de aceptacion del DS para la vacuna antigripal tetravalente (QIV) se basa en los
siguientes pardmetros:

¢  Parael DS elaborado para la vacuna antigripal trivalente (TTV) estacional de Sanofi Pasteur,
Francia, el factor de dilucidn en la etapa 20 del proceso de elaboracién se establece en 1,7. La
especificacidn para el contenido de octoxinol 9 de 1a TIV en la etapa de DS es <560 ug/mL.

La hemaglutinina produce la aglutinacion (coagulacion) de los eritrocitos (denominada hemaglutinacion). La
neuraminidasa tiene una actividad enzimdtica: separa los residuos terminales de dcido silico de los carbohidratos
y de las proteinas.
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¢  Para el DS elaborado para la QIV, el factor de dilucion en la etapa 20 del proceso de
elaboracion se establece en 1,2 (vea la seccidon 3.2.5.2.6 Desarrollo del proceso de
elaboracién para obtener mas informacién).

El contenido miximo de octoxinol 9 en el DS de la QIV se calcula entonces del siguiente modo:
560 pg/mL x 1,7/1,2 = 793,33 ug/mL, redondeado a 800 pg/mL

El criterio de aceptacion para el contenido de octoxinol 9 se establece, por lo tanto,
en <800 pg/mL.

El procedimiento analitico utilizado para medir el contenido de octoxinol 9 en el DS se modificd
durante el desarrollo de la QIV. En ambos casos, el contenido de octoxinol 9 en el DS se analiza
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de fase inversa. La modificacion se
realizd con respecto a la mejora de la tecnologia de HPLC para los analisis quimicos, con el
objetivo de reducir la cantidad de resultados no validos en el andlisis de octoxinol 9. Consistié en
un cambio de las condiciones cromatograficas y del modo cuantificacidn.

El método inicial se utilizo para medir el contenido de octoxinol § en los lotes de principio activo
hasta mayo de 2015, por lo tanto, el contenido de octoxinol 9 del principio activo utilizado para
los lotes clinicos GQMUO11 se analizd con este método inicial. Este método ini¢ial se presenta a
contittuacion, asf como su validacion.

El método actual, utilizado para medir el contenido de octoxinol 9 en lotes de DS desde mayo de
2015, se presenta en la seccion 3.2.8.4.2, Procedimientos analiticos.

Se realizd un estudio de comparabilidad entre ambos métodos para evaluar el efecto del cambio en
el contenido de octoxinol 9. Este estudio se presenta a continuacion.

6.1 Procedimiento analitico del contenido inicial de octoxinol 9

6.1.1  Descripcion del procedimiento analitico

6.1.1.1  Principio

El contenido de octoxinol -9 en el DS se analiza mediante HPLC.,
6.1.1.2 Equipo

Equipo analitico estandar (por €j., equipo de HPLC).

6.1.1.3 Reactivos

Reactives

s Acetonitrilo (gradiente para HPLC),
o Metanol (gradiente para HPLC);

s Acido trifluoroacético,

¢ Solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
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Referencias estdndar y controles

¢ Estindar de referencia: octoxinol 9

¢ [Estandar interno (ISTD): solucidn de referencia de BSA con una concentracion conacida
diluida con tampén PBS.

¢ Control interno: Solucidn de octoxinol 9 al 10 %.
6.1.1.4 Procedimiento operativo

Condiciones cromatogrificas
¢ Precolumnas y columnas analiticas: fase inversa (C4)
¢ Deteccion: UV a 224 nm.

« Fase movil:
¢ Disolvente A: metanol y &cido trifluoroacético en agua purificada.
¢ Solvente B: metanol y 4cido trifluoroacético en acetonitrilo.

s Elucidn: la columna se equilibra primero con una mezcla de disolvente A y disolvente B. La
separacion de los analitos se asegura mediante ¢l uso de una elucién por gradiente.
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Procedimiento analitico

s Preparacion de las muestras de referencia: se preparan distintas concentraciones de octoxinol 9
en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS). El estandar interno (ISTD) de solucion de
BSA (albimina de suero bovino) se afiade con exactitud.

¢ Preparacion de las muestras de prueba y de ia solucidn de control interno: se afiade el estdndar
interno (solucién de BSA) a cada muestra de prueba y a la solucién de control interno con el
mismo volumen que para la referencia. A continuacidn, se diluyen las muestras y las
soluciones de control interno con solucién PBS,

s Se inyectan las muestras de referencia, el control internio y las muestras y se separan utilizando
un gradiente especifico.

6.1.1.5 Lecturas, calculos, resultados

Cada analito se detecta mediante absorcion UV a 224 nm,

La concentracion de octoxinol 9 en [a muestra de prueba se determina mediante la comparacion de

areédoctoxynol 9

la proporeidn con la curva de referencia (Nota: ISTD = estdndar
areaistn

intetrno de BSA),
6.1.1.6 Criterios de validez

La prueba se considera vdlida si se cumplen las siguientes condiciones:

¢ El coeficiente de correlacion de la curva de referencia es igual o mayor que 0,99.

+ La concentracion obtenida para cada control interno al principio y al final de la secuencia se
encuentra dentro de los limites del grafico de control.

6.1.2  Validacion del procedimiento analitico

6.1.2.1 Panorama

Como el método es un analisis cuantitativo, se evaluaron las siguientes caracteristicas de
validacion:

o Especificidad,
o Exactitud;
¢  Precision:
+ Repetibilidad,
&  Precision intermedia;
¢ Linealidad

Todos los andlisis se realizan segiin se describe a continuacion,
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Se selecciond la cepa A/H3N2 como matriz modelo para la validacién de la prueba ya que
prevé que sea la cepa con mayor conceniracion de octoxinol 9. La cepa A/H3N2 utilizada es
A/Victoria/210/2009 X-187 (lote FA427591).

Esta validacidn es aplicable para cepas A y B ya que las matrices de ambos tipos de cepas son
similares.
6.1.2.2 Resumen de la validacién

En la Tabla 1 se resumen los criterios de aceptacion y los resultados de validacion para cada

caracteristica de validacién.

Tabla 1: Resumen de los resultados de validacion

Caracteristica Criteric de aceptacién Resultado
Especificidad El pico de octoxinol 9 solo El pico de octoxincl 9 solo contiene octoxinol 9,
contiene octoxinol 9. No se detecta ningin otro producto con ¢l mismo tiempo de
No se detecta ningln otro retencion gue el octoxinol 9.
producto con el mismo tiempo
de retencidn que el
octoxinol 9.
Precisidn El intervalo de confianza del - Coeficiente de variacion de la precisién intermedia:
95%dela precisién 2.05 %
intermedia es menor o igual ' ' L _
que +60 pg/mL. - intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia
para 1 cortida: %25 pug/ml,
- Redondeos recomendados: a la unidad.
Linealidad Plineatidad < 0,01 Plisealigad <0,0001
Poesvincicn de la linalided 2= 0,05 Pgesvincion de I lineatidac = 0,84
{v aceptable con los criterios Despuss de un ajuste lineal de Y (concentracidn medida
de Bliss) (pg/mL}) en funcion de X {concentracion tedrica [pg/mL]), en
un sistema log-log, se obtiene la siguiente ecuacién:
Y =-28,786 + 1,070 - X
Rango de lincalidad: [99-1285] pg/mL
Exactitud La recupetacion porcentual La recuperacion porcentual promedio y sus limites de
promedio calculada para los confianza son, respectivamente:
niveles de concentracion 100.9 % 1975 %.104.4 %]
tedrica se halla entre €l 90 % y 9 % (97,5 Y- 1044 %]
el 110 %.

El método es especifico,

lineal y exacto en el rango de [99--1285] pug/ml con una recuperacion

promedio del 100,9 %,

El método es preciso con un coeficiente de variacion para la precision intermedia del 2,05 % y un
intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia de 25 pg/mL para 1 corrida de rutina.
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6.1.2.3 Resultados y andlisis
6.1.2.3.1 Especificidad

La especificidad se evalia separando el pico del octoxinol 9 por HPLC y después caracterizandolo
mediante una técnica de identificacion por espectrometria de masas. En este estudio se demostrd
que: -

¢ El pico de octoxincl 9 solo contiene octoxinol 9. _
» No se detecta ning(in otro producto con el mismo tiempo de retencidn que el octoxinol 9.

El método es especifico.

6.1.2.3.2 Precisiéon
El disefio experimental fue el siguiente:

s Precision intermedia: Se llevaron a cabo 3 grupos de anélisis independientes con el mismo
método, realizados por 3 operadores diferentes, con equipos diferentes y en dias diferentes.

¢ Repetibilidad: dentro de cada uno de los grupos mencionados se realizaron 6 anlisis. Los
analisis se realizaron de forma independiente (preparacidn independiente de fa muestra),
utilizando el mismo método, en el mismo laboratorio, a cargo del mismo operador, con el
mismo equipo, en un periodo breve,

Los datos analizados son concentraciones de octoxinol 9 expresadas en pg/mL.
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 2,

Tabla 2: Precisién, concentraciones de octoxinol 9 (ug/ mlL;)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
585 584 568
584 580 563
585 . 577 564
585 578 562
587 373 566
596 574 564

Segtlin el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 2.
¢ Laprueba de COCHRAN muestra que las varianzas de los 3 grupos son homogéneas.

¢ Los pardmetros de repetibilidad, los parametros de precision intermedia y el intervalo de
confianza del 95 % para 1 corrida se presentan en la Tabla 3.

« Media general: m = 576,389 ug/mL.
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Tabla 3: Resultados de repetibilidad y precision intermedia

Desviacion estandar Coeficientes de variacion Intervalo de confianza del
95 % de la precislon
intermedia parak=1y

n=1
Pardmetros de repetibilidad | 3,713 0,64% -
Parametros de precisién 11,802. 2,05 % +25 pg/ml
intermedia

La precision es aceptable,
6.12.3.3 Linealidad

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores realizaron 3 series independientes en 3 dias
distintos. Cada operador utiliza el mismo preparado como referencia,

Cada corrida incluyd el andlisis de un rango de 5 niveles de dilucion de la muestra,

Los datos analizados son concentraciones de octoxinol 9 expresadas en pg/mL.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.

_ Tabla 4: Linealidad, concentraciones medidas de octoxinol 9 (ng/mL)

N.* de Cantidades de | Concentraciones Concentraciones mediday de oetoxinol 9 {(ug/mL})
nivel de DS (mL) tedricas de
diluciﬁn octoxingl 9 Grupo i Gl'l[pﬂ i Gfupo 3
(pg/mLy*
170 195,972 173 S 1 202
2 330 380,417 376 34 kley)
3t 500 576,389 536 574 564
4 750 864,583 932 881 863
5 1000 1152,778 1268 1197 1168
* Las concentraciones tedricas de octoxinol 9 se calculan a partir de la media de los andlisis de precision

realizados con el mismo lote (‘Iﬁ = 576,389 pg/mL):
Nivel 1: 170 * 576,389/500= 195,972 pg/mL
Nivel 2: 330 * 576,389/500 = 380,417 pg/mL
Nivel 3: 576,389 pug/mL
Nivel 4: 750 * 576,389/500 = 864,583 pg/Ml
Nivel 5: 1000 * 576,389/500 = 1152,778 ug/mL
t E1 nivel de dilucién n.° 3 corresponde a la muestra pura.

Seglin el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 4:

¢ Laprueba de COCHRAN demuestra que las varianzas de los 5 niveles de dilucion son
homogéneas.
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s Ladependencia entre la concentracion teérica de octoxinol 9 y la concentracién medidN
octoxinol 9, asi como la linealidad de esta relacién, se verifican mediante una regresion ling
no ponderada utilizando el método de los minimos cuadrados. Se observa una pendiente
significativa al nivel del 1 % y una desviacién no significativa de la linealidad al nivel del
5 %.

¢ Luego se calcula el limite inferior y superior del rango de linealidad de la siguiente manera:
Limite inferior = ¥, - 3vs?
Limite superior = \A’(mm + 3vs?

Donde Y(min.) y Y(méx.) son respectivamente las concentraciones estimadas mediante
la recta de regresidn en el nivel minimo y maximo analizado, y s? es la varianza residual
de la regresion.

¢ Laecuacion de la recta de regresidn se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5: Resultados de linealidad

Ecuaci6n de la recta de regresién Coeficiente de correlacion lineal Rango lineal en pg/mL
Y=(- 0,9976 con 13 grados de libertad .
28,786 +31,036) + (1,069 = 0,044) - X [99,415-1285,41¢]
Donde:

X = concentracidn tedrica de octoxinol 9 expresada en pg/ml

Y = concentracion medida de octoxinol 9 expresada en pg/mi
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Figura 1: Grifico de linealidad
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Le linealidad es aceptable.

6.1.2.3.4 Exactitud

La exactitud se evaliia a partit de los resultados obtenidos en el estudio de linealidad presentado
en la Tabla 4,

Los porcentajes de recuperacion se calculan de la siguiente manera:

Recuperacién porcentual (%) = Concentracion medida de octoxinol 9 <100

Concentracion tedrica de octoxinol 9

E! analisis estadistico se realiza en 4 niveles de concentracién de octoxinol 9, ya que no se
incluyen los resultados obtenidos para la muestra pura:

» La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los 4 niveles son homogéneas.
o El andlisis de varianzas permite concluir que las medias interniveles son iguales.

¢ La recuperacion promedio y sus limites de confianza se presentan en la Tabla 6.

=
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Tabla 6: Resultados de exactitud

Recuperacién promedio Limites de confianza del 95 %

100,9% [97,5-104,4] %

La exactitud es aceptable.
6.1.2.4 Conclusion

El método es especifico, lineal, exacto y preciso para las cepas A/HIN1, A/H3N2 y B.

El método es valido para cuantificar el contenido de octoxinol 9 en la QIV para las diferentes
cepas A/HIN1, A/H3N2 v B de esta vacuna antigtipal.

6.2 Comparabilidad de los procedimientos analiticos inicial y actual utilizados
para determinar el contenido de octoxinol 9

Se realizd un estudio de comparabilidad entre el procedimiento analitico inicial y el actual
utilizados para medir el contenido de octoxinol 9 a fin de evaluar el efecto del cambio en el
contenido de octoxinol 9. Se abordaron dos puntos:

s  Lacomparacion de los resultados de validacion obtenidos para ambos procedimientos
analiticos.

¢ La comparacion de los resultados de un lote de DS de QIV analizado con ambos
procedimientos analiticos.

6.2.1 Comparacion de los resultados de vahdacmn obtenidos con los procedimientos
-analiticos inicial y actual

La comparacion de los resultados de validacion obtenidos para ambos procedimientos analiticos
se presenta en la Tabla 7:
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Tabla 7: Comparacién de los resultades de validacién obtenidos con ambos procedimientod
analiticos
Caracteristica Criterto de aceptacidn Procedimiento Procedimiento Conclusibn
analitico actual analitico inicial
Especificidad | En el lote que contiente 1a 98 % [95,7 %-100,3 %] | Especificidad N/A (ctiterios
solucién de agregado, la demostrada mediante diferentes)
recuperacién porcentual HPLC-espectrometria de
promedio se encuentra enire el masas durante 1a
90 % yel 110 %. validacion del
procedimiento analitico
con granel monovalente
de TIV
Precisién El intervalo de confianza del 13 pg/ml 425 pg/mlL El procedimiento
95 % de la precision intermedia analitico nuevo es mas
€5 mener o igual que preciso
+30 pg/mL.
Linealidad P[i_hen]idmj <0,01 Plinealidad < 0,000 1 Plinealid.ad <Q,0001 La linealidad es
Pesviacian de 1a linealidod 20,05 Puosviaion de 1a tnealided = | Patesvincion de I linealided = satisfactotia para ambos
s X procedimientos
Rango de linealidad: Rango de linealidad: analiticos
[197-978] pg/mL [99-1285] pg/mlL
Exactitud La recupetncién porcentital 99,3 % 100,9 % El ptocedimiento
promedio cafculada para log {98,8 44-99,9 %] [97,5 %-104,4 %] enalftico fuevo es més
niveles de concentracion tedtica precise
s¢ halla entre el 90 % y & :
110 %.
6.22  Comparacién de los resuitados de un lote de DS de QIV analizado con los

procedimientos analiticos inicial y actual

El diseflo experimental se basé en 20 andlisis realizados con el mismo lote (FA545090), el tmismo
dfa y por el mismo operador, en paralelo con ambos métodos.

Dado que el tratamiento de la muestra y el procedimiento analitico son los mismos, las matrices
de ambos tipos de cepas son similares y las diferencias del proceso de elaboracién no tienen

efecto sobre la validez del método, el estudio se realizé con la cepa
A/California/7/2009 NYMC X-179A) (HIN1). Por otra parte, el lote FA545090 se considers el
caso mas desfavorable, porque es el que presenta mayor contenido octoxinol 9.

Los resultados de los 20 anélisis se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8: Resultados del contenido de octoxinol 9 para el lote FA%545090 analizado con a
procedimientos analiticos

Lote FAS45020 de DS de QIV Procedimiente analitico actual Procedimiento analitico inieial
(ng/mL) (pg/mL)
575 560
564 558
565 559
571 562
562 560
569 ' 567
577 565
569 566
379 564
584 558
576 567
577 570
386 563
576 563
575 587
578 553
573 556
573 534
583 551
573 555
Media 574 562
Resuitado minimo obtenido 562 551
Resultado maximo obtenido 586 587

La media y la desviacion estandar para ambos procedimientos analiticos se presentan en la Tabla
0.

Tabla 9;: Comparacion de tos resultados obtenidos

Procedimiento analitico Media Desviacidn estandar (SD) Conclusion
Procedimiento analitico inieial | 561,9 pg/mL 7,847 Las desviaciones estandar son
Procedimiento analitico actual | 574,3 pg/mL 6,406 equivalentes.

La desviacién promedio entre
el procedimienio analitico
actual y el inicial es de
+12,35 pg/ml.
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obtenidos con los procedimientos analiticos inicial y actual. Se establecié un grifico de contro
con los resultados obtenidos de 54 lotes de DS de QIV analizados con el procedimiento analitico
anterior. El contenido promedio de octoxinol 9 obtenido es de 613 pg/mL. La diferencia entre
ambos métodos (es decir, 12,35 ng/mL) representa el 2 % de este valor. Ademas, tomando en
cuenta la cantidad adicional de octoxinol 9 medida con el procedimiento analitico actual
(12,35 pg/ml.), los resultados siguen siendo inferiores al limite supetior de control (700 pg/mL) v,
por lo tanto, inferiores al criterio de aceptacion para el contenido de octoxinol 9 en la etapa de DS
(=800 pg/mL). Por consiguiente, la diferencia no justifica un cambio del criterio de aceptacion.

Conclusion

El cambio del procedimiento analitico no afecta los resultados obtenidos para los lotes de DS de
QIV por las siguientes razones:

o Los datos de los pardmetros de validacién muestran que el procedimiento analitico actual es
mas exacto y preciso que el inicial,

¢ Ladiferencia de +12 ng/mL obtenida con el procedimiento analitico actual es aceptable y
represenita el 2 % de los resultados promedio obtenidos con 54 lotes.

La diferencia entre ambos métodos o justifica un cambio del eriterio de sceptacion.
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Seccion 3.2.8.5 Estindares o materiales de referencia
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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Estandares de referencia utilizados para la prueba de identificacién de
la hemaglutinina

El andlisis cualitativo implementado para la identificacién del antigeno hemaglutinina (HA) en el
principio activo (DS) requiere el uso de antigenos de referencia (vea la

seccidn 3.2.8,4.2 Procedimientos analiticos), Los antigenos de referencia, que provienen de cepas
prototipo de referencia, o el antigeno de referencia utilizado para el método de inmunodifusidn
tadial simple (SRID), son suministrados por los Centros Colaboradores de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Los antigenos de referencia se cualifican con respecto al antisuero
correspondiente, seglin los procedimientos internos vigentes.

Los reactivos de antigenos se almacenan a una temperatura de <-60 °C (antigenos de referencia
que provienen de cepas prototipo de referencia) o al menos a una temperatura de <20 °C
(antigeno de referencia utilizado para el método de SRID).

2 Estindares de referencia utilizados para la prueba de contenido de
antigeno hemaglutinina

Pata la determinacidn del contenido de antigeno HA por inmunodifusién radial simple (SRID) se
utilizan antigenos de referencia y antisueros, Los antigenos de referencia son suministrados por
los Centros Colaboradores de la OMS, con sus titulos y condiciones de uso, La preparacion de los
antigenos de referencia se describe en la seccidn 3.2.5.4.2 Procedimientos analiticos.

Se presenta un ejemplo del certificado de analisis del antigeno de referencia.

Los reactivos de antigenos se almacenan a una temperatura de <20 °C,

2.1 Antigeno

¢ Contenido: E] antigeno se prepara a partir de cada cepa de vitus purificada e inactivada, El
contenido unitario exacto lo determina el centro colaborador de la OMS que suministra el
antigeno,

s Uso: Ei estandar de referencia del antigeno se reconstituye segtin las instrucciones de uso
suministradas por el proveedor.

2.2 Evaluacion de los estindares de referencia de antigeno HA

Los reactivos (antigeno de referencia/antisuero) se cualifican en los casos siguientes:

+ Cambio de reactivo debido a un cambio de cepa;
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e Cambio del lote de siembra de trabajo (WSL), en caso de que las condiciones de uso de 10
reactivos no se puedan seguir aplicando al principio activo obtenido a partir de este nuevo
WSL. :

¢ Cambio de lote de reactiv'o.

El pardmetro que se evalla para la cualificacion de los reactivos es la precisién intermedia.

2.2.1 Protocolo

2.2.1.1 Estudio de precisién intermedia en el caso de cambio del reactive debido a un
cambio de la cepa

La cualificacion se realiza con al menos tres lotes de DS de la misma cepa que ¢l reactivo que se
_ someterd a prueba. Para cada lote, se llevan a cabo al menos 3 series en condiciones de precision
intermedia; los analisis los realizan de manera independiente 3 operadores.

Cuando solo estan disponibles dos lotes, la precision intermedia se evaliia con cuatro pruebas
independientes por operador y por lote.

Cuando solo hay un lote disponible, la precisidn intermedia se evala con seis pruebas
independientes por operador,

2.2.1.2 FEstudio de precision intermedia en el caso de cambio del WSL

Los reactivos se cualifican si sus condiciones de uso ya no son aplicables al DS obtenido del
nuevo WSL. Esta cualificacién se realiza con el DS segln ¢l disefio experimental aplicado en el
caso de cambio del reactivo debido a un cambio de la cepa.

2.2.1.3 Estudio de precision intermedia en el caso de cambio del lote de reactivos

Se aplica el disefio experimental que se describe en caso de cambio del reactivo debido un cambio
de cepa. Hstas pruebas se realizan con el DS o el producto farmacéutico (DP) [producto final a
granel (PFAG)/producto llenado (PL)].

Ademads, para comparar el nuevo lote de reactivo con el anterior, se realizan andlisis adicionales
con el lote anterior de reactivo. Estos andlisis adicionales se realizan con el DS o el DP en
condiciones de precisién intermedia. Tres operadores realizan un analisis independiente para cada
lote de DS o DP, de ser posible en tres medios dias diferentes,

2.2.2 Resultados del analisis

2.2.2.1 Precision intermedia en el caso de cambio del reactivo debido a un cambio de cepa

El analisis estadistico de los resultados incluye los siguientes pasos:
¢ Cilculo de los parametros de la precision intermedia para cada lote de DS,

¢ Verificacién de la homogeneidad de las varianzas de la precisién intermedia calculada para
cada lote de DS mediante una prueba de Cochran.
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¢ Sise verifica la homogeneidad de las varianzas, los pardmetros de precision intermedi
calculan utilizando el promedio de las varianzas obtenidas con cada lote.

¢ De no ser asi, se tiene en cuenta el caso mas desfavorable para estimar la varianza de la
precision intermedia.

« Célculo de los intervalos de confianza de la precision intermedia para k = 2 anélisis conn = 1
medicion (o cuando se analizael DP,k=1yn=1).

o Elintervalo de confianza del 95 % de la precisidn intermedia no debe ser mayor que x/1,11 (o
1,16 cuando se analiza el DP).

2.2.2.2 Precision intermedia en caso de cambio del WSL

Se aplica el analisis estadistico que se describe en caso de cambio del reactivo debido un cambio
de cepa.

2.2.2.3 En caso de cambio del lote de reactivos
El analisis estadistico de los resultados incluye los mismos pasos que para el cambio de reactivo

debido a un cambio de cepa.

El analisis de los resultados de los anlisis adicionales que se realiza para comparar el ote nuevo
y el lote anterior de reactivos se lleva a cabo del siguiente modo, para cada lote de DS/DP:

o Se calcula el promedio de los tres resultados obtenidos con el reactivo nuevo y su intervalo de
confianza del 95 %.

» Se calcula el promedio de los tres resultados obtenidos con el reactivo anterior y su intetvalo
de confianza det 95 %.

o Los intervalos de confianza del reactivo nuevo y del anterior (mencionado anteriormente) se
deben traslapar.

3 Estindar de referencia utilizado para el analisis de octoxinol 9
El estandar de referencia utilizado para el anélisis de octoxinol 9 (vea la
seccién 3.2.5.4.2 Procedimientos analiticos) lo suministra un proveedor externo.

Cuando se utiliza un nuevo lote de estandar de referencia de octoxinol 9, la referencia se cualifica
de conformidad con los procedimientos internos vigentes. :

Se presenta un ejemplo del certificado de andlisis.

Bl estandar de referencia se almacena a temperatura ambiente,
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