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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién.

1 Introduccion

Esta seccién presenta un resumen detallado de los informes de validacion de los métodos
analiticos utilizados para la liberacién del principio activo (DS) de la vacuna antigripal
tetravalente (QIV) cuando la prueba no se lleva a cabo de conformidad con la Farmacopea
Europea o cuando la prueba no estd detallada en la Farmacopea Europea.

2  Método analitico detallado en la Farmacopea Europea
Las siguientes pruebas se realizan conforme a la Farmacopea Europea:

¢ Laprueba de esterilidad bacteriana y fingica se realiza conforme al método n.° 2.6.1
"Esterilidad" (método de filtracién por membrana) de la Ph. Eur., edicion actual, y no se
describe en esta seccién.

¢ Laprueba de virus infecciosos residuales se tealiza conforme a la monografia n.° 0158
“Vacuna antigripal (virién fraccionadoe, inactivada)” de la Ph. Eur., edicion actual, y no se
describe en esta seccidn.

No se aporta informacion de validacién para este método farmacopeico.
3 Pruebas no descritas o no detalladas en la Farmacopea Europea

3.1 Contenido de antigeno hemaglutinina

3.1.1 7 Introduccion

El contenido de ant{geno hemaglutinina (HA) del principio activo (DS) se determina por el
método de inmunodifusién radial simple (SRID). El método utilizado para el control y la
liberacién del DS para las 4 cepas de QIV es el método clasico de SRID, que se describe en la
seccion 3.2.8.4.2 Procedimientos analiticos.

Dado que el método es un anélisis cuantitativo, las diferentes caracterfsticas estudiadas para la
validacion son la especificidad, la precision, la linealidad y la exactitud,

La validacién del método de SRID se llevara a cabo segin los requisitos de la ICH y de la
directriz EMA/CHMP/BWP/310834/2012 en cada cambio de cepa (o cepa reordenante) y/o lote
de reactivos.

3,12 Panorama

La prueba para la cuantificacién del contenido de HA por SRID se ha validado en la etapa de DS,
segtin las guias de la ICH, para las sigulentes cepas gripales:
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Sanofi Pasteur Seccitén 3.2.8.4.3
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Validacion de los procedimientos analif

o A/California/7/2009 INYMC X-179A) (HIN1), lote FA528537
o A/Texas/50/2012 NYMC X-223A) (H3N2), lote FA523944

+ B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria), lote FAS18527

¢ B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata), lote FA525566

El contenido de antigeno HA se determina para cada cepa segiin un método especifico para cada
una basado en antisueros especificos de cada cepa y antigenos de referencia. El antisuero y ¢l
antigeno de las referencias proceden del NIBSC (Instituto Nacional de Control y Normas
Bioldgicas) para las 3 cepas siguientes: A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1),
AlTexas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2) y B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata). El
antisuero y el antigeno de referencia para la cepa B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria) proceden
de la TGA (Administracién de Articulos Terapéuticos). La identificacién de los reactivos para
cada cepa se indica a continuacidn,

¢ A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1): antigeno NIBSC 13/164, antisuero NIBSC
12/108

o A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2): ant{geno NIBSC 13/116, antisuero NIBSC
13/178

o DB/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria): antigeno TGA 2011/89B, antisuero TGA AS397.
o B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata): antfgeno NIBSC 13/134, antisuero NIBSC 13/182

3.1.3 Resumen de la validacion

Dado que el método es un analisis cuantitativo, las diferentes caracteristicas estudiadas son la
especificidad, la linealidad y la precision.

Los resultados de la validacidn, asf como los criterios de aceptacion, se resumen a continuacion en
la Tabla 1.
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Sanofi Pastenr

Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada)

Tabla 1: Resumen de los resultados de la validacion, método de SRID

Caracteristica Criterio de aceptacidn| Resultado
Especificidad Para ¢l control negative Para-el control negativo no se observa ninguin anillo de precipitacion para las 4
mo se debe observar cepas.
mingin anitio de
precipitacion.
No hay presencia de
anillos dobles. . :
. Ausencia de anillos dobles
La intensidad del anillo
es similar a la referencia . . . .. . ;
cvaluada en lamisma L@ intensidad del anillo es similar al anillo de referencia.
laca.
Precision El intervalo de confianza |El intervale de confianza del 95% de la precision intermedia para k = 2 corridas
dei 95 % de la precisién |con n = 1 medicion es menor que x/+ 1,11
intermedia para
[k =2 corridas con Strains
m =1 medicion debe set AHINL AN B B B.Btisbana
ligueal o menor que K/ BAlssaachuzem
111 =0.029; that {s | =0.018; thatis =0.032; = 0,025 that {s
1.07in 1104 in that is: 1.08 in :1.06 10
arithmatic arithmatie arithmatic arithmetie
IEI redondeo recomendado para las 4 cepas es a la unidad
Linealidad P inealidad Después de un ajuste lineal de Y = concentracién medida (ug/mL) en funcidn
<|de X = concentracién tedrica (ug/imL), en escala log-log, se cbserva la signiente
0,01 relacion:
Poi s Cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A} (HINT):
desviacion
z Plinealicad <0,0001
0,05 Pcsvincion de In iiealidad = 0,99
Y =0,066+0,975 X
Rango de linealidad: [139,19-241,70] pg/mL
»  Cepz A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2):
Plincalidad <0,0001
pdesviaclén de la lineatidad = 0,15
Y=0,113+0,961 - X
Rango de linealidad: [147,64-241,88] pg/ml
& Cepa B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoriay:
Plinealidad < 6,0001 '
Porvincién de ta linealidad = 010
Y =0,096+ 096 X
Ratigo de linealidad: {152,32-248,24] pg/mL
o Ceps B/Massachusetts/2/2012 (finafe Yamagata);
Plincaiided < 0,0001
Pausyineion de la lnealidad ™ 0,39
Y =-0,192 + 1,007 - X
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Sanofi Pasteur .
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacién de los procedimientosfins lthOS

Rango de iinealidad: [120,88-208,79] pg/mL

Exactitud La recuperacion Segin el nivel de concentracion, la recuperacion porcentuai promedio es:

porcentual promedio . Cepa A/California/7/2009 (NYMC X-1794) (HIN1):

calculada para los seis .0 o
miveles tedricos de 102,3 % [99,0 %-103,5 %)

:ﬁ‘t‘r‘;e;“saga“yd:ff;g‘;i : . Cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X:2234) (HIN2);
' 105,2 % [103,5 %-107,0 %]

. Cepa B/Brishane/60/2008 (linaje Victoria):
104,9 % [100,6 %-103,3 %]

. Cepa B/Massachusetfs/2/20£2 (linaje Yamagata):
102,0 % [100,8 %-109,0 %]

3.1.4 Resultados y andlisis

3.1.4.1 Especificidad

Para cada cepa, el disefio experimental se basé en un analisis, realizado con cada antisuero para
las diferentes cepas con el fin de verificar la ausencia de anillos cuando se analizan con otras
cepas. La placa se prepara utilizando el DS de la cepa considerada y ¢l DS con el antigeno de
referencia de las otras tres cepas, asi como solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) como
control negativo.

Los resultados de las pruebas se presentan en la Tabla 2.

Para el DS de las cepas A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1), A/Texas/50/2012
(NYMC X-223A) (H3N2) y B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria):

s Para el control negativo no se observaningun anillo de precipitacion para las 4 cepas.
¢ No se observan anillos dobles.

La intensidad del anillo es similar a la de los anillos de referencia, Parael DS de la cepa
B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata), en la placa con antisuero

B/Brisbane/60/2008 (linaje Victotia), se detectan anillos de precipitacion. Por consiguiente, se
observa reactividad cruzada. No obstante, estos anillos tietien bajo contraste, y su intensidad es
inferior a la de los anillos de precipitacion de referencia, por lo que no existe efecto alguno sobte
la evaluacion de la especificidad.

La especificidad es satisfactoria.
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Sanofi Pasteur Seccion 3.2
Vacuna antigripal tetravalente (virién fracclonado, inactivada) Validacién de los procedimientos a

3.1.42 Precision

El objetivo del anélisis estadfstico es demostrar que el procedimiento-es preciso; es decir,
repetible y reproducible.

Para cada cepa: Tres operadores realizan anélisis en el mismo laboratorio, en diferentes medios
dfas (condiciones de precision intermedia). Para cada operador, se llevan a cabo 6 pruebas en
condiciones de repetibilidad; es decir, utilizando el mismo equipo, en el tiempo tmas corto, usando
el mismo preparado para la referencia. Cada prueba se realizd de manera independiente
(preparaciones independientes de la muestra).

Segiin el analisis estadistico realizado con los datos: para cada lote, se ha utilizado la prueba de
Cochran para estudiar la repetibilidad y las varianzas de precisién intermedia,

3.1.42.1 Resultados de precision, cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1)

El contenido de antigeno HA en los tres lotes analizados se presenta en la Tabla 3,

Tabla 3: Precisién, concentraciéon de antigeno HA (ug/mL), cepa A/HIN1

Grupo 1 . Grupo 2 Grupo 3
229,04 235,45 214,60
237,40 244,12 : 230,17
234,56 250,38 227,49
234,63 244,06 224,08
233,84 _ 253,39 226,45
234,43 242,03 235,18

Los pardmetros de repetibilidad, los pardmetros de precision intermedia y el mtervalo de
confianza del 95 % para 1 corrida se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados de repetibilidad y precisién intermedia, cepa A/H1N1

Desviacion estAndar Varianzas latervalo de confianza del
95 % de la precision
intermedia para k=2

corridas y n =1 mediclén

Parfimetros de repetibilidad 0,010 0,0001 10 _ -

Pardmetros de precisidn intermedia 0,020 0,000388 + 0,029 ug/mL que equivale
erl expresion aritmética a x/+
1,07

Estos resultados cumplen los criterios de aceptacion de la validacion.
3.1.4.2.2 Resultados de precision, cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2)

El contenido de antigeno HA en el lote analizado se presenta en la Tabla 5.
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Vacuna antigripal tetravalente (viridn fraccionade, inactivada) Validacion de los procedimientos analiti

Tabla 5: Precisién, concentracion de antigeno HA (ug/mL), cepa A/H3N2

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
188,97 199,64 200,36
200,43 205,17 196,36
194,79 192,63 201,47
200,28 192,81 204,31
199,87 198,87 206,00
198,55 196,90 210,85

Los pardmetros de repetibilidad, los pardmetros de precision intermedia y el intervalo de
confianza del 95 % para 1 corrida se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Resultados de repetibilidad y precision intermedia, cepa A/H3N2

Desviacion estandar Varianzas Intervalo de confianza del
: 95 % de la precision
intermedia para k=2
corridas y n = 1 medicién

Pardmetros de repetibilidad 0,010 0,000105 -

Pardmetros de precisién intermedia 0,012 0,000143 + 0,018 pg/mi que equivale
en expresion aritmiética & x/+
1,04

Estos tesultados cumplen los criterios de aceptacién de la validacion,
3.1.42.3 Resultados de precisidn, cepa B/Brishane/60/2008 (B/linaje Victoria)

El contenido de antigeno HA en el lote analizado se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7: Precision, concentracion de antigeno HA (ug/mL), cepa B/linaje Victoria

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
199,73 105,67 201,49
215,07 . 197,96 194,32
207,86 198,76 216,03
212,30 ©o| 202,85 221,88
209,13 ' 200,95 204,11
208,64 215,35 201,73

Los pardmetros de repetibilidad, los parametros de precisidn intermedia y el intervalo de
conflanza del 95 % para 1 corrida se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8: Resultados de repetibilidad y precisién intermedia, cepa B/linaje Victoria

Desviacién estindar Yarianzas Intervalo de confianza del

’ 95 % de la precisién
intermedia para k=2

corridas y n= 1 medicién

Parfmetros de repetibilidad 0,016 0,000263 -

Pardmetros de precisién intermedia 0,017 0,000277 + 0,025 pp/mL que equivale
en expresién aritmética a x/+
1,06

Estos resultados 6ump1en les criterios de aceptacion de la validacién.
3.1.4.2.4 Resultados de precisién, cepa B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata)

El contenido de antigeno HA en el lote analizado se presenta en la Tabla 9,

Tabla 9: Precision, concentracion de antigeno HA (ug/mL), cepa B/linaje Yamagata

Grupoe 1 Grupo 2 _ Grupo 3
174,80 145,96 159,16
171,42 160,42 163,08
172,15 158,13 164,48
158,16 159,96 160,45
166,38 160,49 ) 160,61
176,87 158,59 ) 168,23

L]

Los pardmetros de repetibilidad, los pardmetros de precisién intermedia y el intervalo de
confianza del 95 % para 1 corrida se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Resultados de repetibilidad y precision intermedia, cepa B/linaje Yamagata

Desviacién estindar Varianzas Intervalo de confianza del
95 % de la precisién
intermedia para k=2

corridas y n = I medicién

Pardmetros de repetibilidad 0,015 0,000220 -

Parametros de precisidn intermedia 0,022 0,0600468 + 0,032 pg/ml que equivale
ch expresion aritmeética a x/+
1,08

Estos resultados cumplen los criterios de aceptacion de la validacidn,

3.1.4.2.5 Conclusion

La precision es satisfactoria.
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3.1.43 Linealidad

El objetivo del andlisis estadistico es demostrar que el procedimiento es lineal en el rango
concentraciones elegido.

Para cada cepa, el disefio experimental se basé en series independientes realizadas por
3 operadores. Cada corrida incluye el andlisis de un rango de 6 concentraciones de HA.

La linealidad en el rango elegido se analiza mediante los siguientes pasos:
¢ Lahomogeneidad de las varianzas limite se verifica mediante la prueba de Cochran.

» La dependencia entre la concentracién teérica de HA y la concentracién medida de HA, asi
como la linealidad de esta relacidn, se analizan mediante una regresién lineal no ponderada
utilizando el método de los minimos cuadrados. Debe mostrar una pendiente significativa y
una desviacién no significativa de la linealidad.

3.1.43.1 Resultados de linealidad, cepa A/California/7/2009 (NYMC X-1794) (HIN1)

Los resultados detallados del estudio de linealidad se presentan en la Tabla 1 1.

Tabla 11: Linealidad, concentracion de antigeno HA (ug/mL), cepa A/HIN1

Cantidz.td de )
Nivel EZ:SS:[(]SSE Di(lll,'%g;te a;;:‘;:g: a Ct::;:lecl;tsrssgllis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
r;zg?; ﬁe(16£8)4 (ug/mL)
1 1,6 1,1 ] 139,19434718 129,60 147,30 136,16
2 1,8 0,9 0 156,59364057 144,85 164,33 166,59
B 2,1 0,6 b 182,60258087  [175,18 oose 201,23
4 2.4 -. | 0,3 - i 268,79 1-52(}76 213,97 203,55 2.1’;';56 '
5 2,7 0 ¥ | 234,89046086 232,43 235,85 247,13
6 1,9 0 0.8 - 241,70217616 243,76 236,53 255,04

* Las concentraciones tedricas de HA se calculan a partir de la media de los analisis de precision
realizados con el mismo lote: la media de los anélisis de precisién es igual a
234,89046086 ng/mL. La dilucién de la solucion con agregado es de 1/7. Entonces, las
concentraciones tedricas en pg/ml son:

Nivel 1: 7 * (234,89046086 * 1,6/7)/(1,6 + 1,1) = 139,19434718 ng/mL
Nivel 2: 7 * (234,89046086 * 1,8/7)/(1,8 + 0,9) = 156,59364057 ug/mL
Nivel 3: 7 * (234,89046086 * 2,1/7)/(2,1 + +0,6) = 182,69258067 ug/mL
Nivel 4: 7 * (234,89046086 * 2,4/7)/(2,4 + +0,3) = 208,79152076 pg/mL
Nivel 5: 234,89046086 (media de los andlisis de precisién en pg/mL)
Nivel 6: 7 * ((234,89046086 * 1,9/7) + (0,8 * 36,84)) /(1,9 +0,8) =

241,70217616 pg/mL.
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La ecuacidn de la recta de regresion (ilustrada en la Figura 1) es la siguiente:
Y = (0,066 £ 0,307) +(0,975£ 0,135) X -

Daonde:

s X =concentracion tedrica (log(ng/mL));

s Y = concentracién medida (ldg(ug/mL));

s Coeficiente de correlacion iineal: r = 0,9677 con 16 grados de libertad;

¢ Rango de linealidad: [139,19-241,70] pg/mL.

Figura 1: Grafico de linealidad, cepa A/H1N1

Measured concentration {microg/m)

T T T T T T T T

9 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2

o a 1 2 3 a4 6 8 7 8 a 0 1 2 a a4 &
a o [+] a o o o o o o a [+] o a o a

Theoretical concentration {microg/mil)

B Points exparimertaux
Droite cle regresslon

3.1.43.2 Resultados de linealidad, cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2)

Los resultados detallados del estudio de linealidad se presentan en la Tabla 12.
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Tabla 12: Linealidad, concentracion de antigeno HA (ug/mL), cepa A/H3N2

Cantid‘.}fl de .
Nivel C":::lt:::((i:]je Di(lll,%g;te agre;:i']uac;o:azﬁn ig;‘:;‘;i";';?{‘:s Grupo 1 Grupo 2 Grupoe 3
de 49 ng/mL (ug/mL)
{mL)
i 2 0,7 0 147,63690475 164,24 153,00 157,74
2 2,2 0,8 0 162,40055522 170,60 169,78 177,26
3 2,5 0,2 0 184,54613094 189,55 185,26 195,86
4 2,7 0 0 199,30932141 213,77 219,00 215,31
5 2,2 0 0,5 22591911374 234,92 243,76 243,16
o 1.9 0 0,8 241,88468914 240,92 255,05 052,74 -
* Las concentraciones tedricas de antigeno HA se calculan a partir de la media de los

andlisis de precision realizados con el mismo lote: la media de los andlisis de precisién es
igual 8 199,30982141 ug/mL. La dilucién de la solucién con agregado es de 1/7.

Entonces, las concentraciones tedricas en pg/mL son:
Nivel 1: 7 * (199,30982141 * 2,0/7)/(2 + 40,7) = 147,63690475 pug/mL
Nivel 2: 7 * (199,30982141 * 2,2/7)/(2,2 + +0,5) = 162,40059522 ug/mL
Nivel 3: 7 * (199,30982141 * 2,5/7)/(2,5 + +0,2) = 184,54613094 ug/mL
Nivel 4: 199,30982141 (media de los analisis de precision en pg/mL)
Nivel 5; 7 * ((199,30982141 * 2,2/7) + (0,5 * 49))/ (2,2 + 0,5) = 225,91911374 pg/mL
Nivel 6: 7 * ((199,30982141 * 1,9/7) + (0,8 * 49)) / (1,9 + 0,8) = 241,88468914 pg/mL
La ecuacion de la recta de regresién (ilustrada en la Figura 2) ¢s la siguiente:
Y = (0,113 £ 0,194) + (0,961 £ 0,085) X
Donde:
+ X =concentracion tedrica (log(ug/mL));
¢ Y = concentracion medida (log(ug/mL));
¢ Coeficiente de correlacion lineal: r = 0,9863 con 16 grados de libertad,

¢ Rango de linealidad: [147,64-241,88] pg/mL.
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Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Figura 2:

Grifico de linealidad, cepa A/H3N2

Measured concentration (microg/mi)
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3.1.4.3.3 Resultados de linealidad, cepa B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria)

Los resultados detallados del estudio de lineaiidad se presentan en la Tabla 13.
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Tabla 13: Linealidad, concentraciéon de antigeno HA (ng/mL), cepa B/linaje Victoria

: Cantid:'ld de .
Nivel E:gzi::‘zs&e Di(l;gg;te ngre;(;lcllj: laé:azén tegl?izg:l:it: a&'ill?flgl:iﬂ Grupo 1 Grupo 2 Gi‘upo 3
| ded628 pg/mL | HA (ug/mL)*
(mL)
1 2 0,7 0 152,31526539 158,93 163,11 157,59
2 2,2 0,5 0 [167,54679192 167,57 169,57 170,27
3 2.5 0,2 0 190,39408173 194,73 191,73 187,48
4 D7 0 0 205,62560827 017,49 010,54 210,69
5 2,4 0 0,3 023,88942957 033,73 028,99 227,18
6 P 0 -7 248,24119131 055,25 054,82 040,92
* Las concentraciones tedricas de antigeno HA se calculan a partir de la media de los

andlisis de precision realizados con el mismo lote: la media de los andlisis de precision es
igual a 205,62560827pg/mL. La dilucién de la solucidn con agregado es de 1/8,

Entonces, las concentraciones tedricas en pg/mL son:
Nivel 1: 8 * (205,62560827 * 2,0/8)/(2 +0,7) = 152,31526539/mL
Nivel 2: 8 * (205,62560827 * 2,2/8)/(2,2 + 0,5) = 167,54679192/mL
Nivel 3; 8 * (205,62560827 * 2,5/8)/(2,5 + +0,2) = 190,39408173ug/mL
Nivel 4: 205,62560827 (media de los andlisis de precisién en pg/mlL)
Nivel 5: 8 * ((205,62560827 * 2,4/8) + (0,4 * 46,25))/(2,4 + 0,3) = 223,88942957/mL
Nivel 6: 8 * ((205,62560827 * 2/8) + (0,7 * 46,25))/(2 + 0,7) = 248,24119131/mL
La ecuacion de la recta de regresion (ilustrada en la Figura 3) ¢s la siguiente:
Y = (0,096 £ 0,161) + (0,962 £ 0,070) X
Donde:
s X = concentracion tedrica (log(ug/mL));
s Y = concentracién medida (log(ng/mL});
s Coeficiente de correlacion lineal: r = 0,9907 con 16 grados de libertad,

o Rango de linealidad: [152,32-248,24] pg/mL.
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Figura 3: Grafico de linealidad, cepa B/linaje Victoria
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31.43.4 Resultados de linealidad, cepa B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata)

Los resultados detallados del estudio de linealidad se presentan en la Tabla 14.
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Cﬂntldi.lsi de c raci
Nivel Eﬁ:::::?slie Di(];,lgg;te :EEEE%E:S % teétEiEE:(E é; jn};%%zio Grupo1 Grupo 2 Grupo 3

pg/mL (ml)

1 2 0,7 0 120,88236872 113,28 135,08 124,34

2 2,2 04 0 138,08485965 125,77 152,80 148,88

i 2.5 0,2 0 151,1029609 146,02 163,81 161,10

4 0.7 0 0 163,19119777 156,07 188,03 180,03

5 2,3 0 0,4 183,45916847 180,46 009,66 004,59

5 1,8 0 0,9 [208,79413185 207,82 234,54 026,66

* Las concentraciones tedricas de antigeno HA se calculan a partir de la media de los

analisis de precision realizados con el mismo lote: la media de los anélisis de precisién es
igual a 163,19119777pg/ml. La dilucién de la solucién con agregado es de 1/6.

Entonces, las concentraciones tedricas en pg/mL son:
Nivel 1: 6 * (163,19119777 * 2,0/6)/(2 + 0,7) = 120,88236872 jug/mL
Nivel 2: 6 * (163,19119777 * 2,2/6)/(2,2 + +0,4) = 138,08485965/mL
Nivel 3: 6 * (163,19119777 * 2,5/6)/(2,5 + +0,2} = 151,1029609.g/mL
Nivel 4: 163,19119777 (media de los anélisis de precisién en ug/mL)
Nivel 5: 6 * ((163,19119777 * 2,3/6) + (0,4 * 50)) / (2,3 + 0,4) = 183,45916847 ng/mL
Nivel 6: 6 * ((163,19119777 * 1,8/6) + (0,9 * 50))/ (1,8 + 0,9) = 208,794131851g/mL
La ecuacion de la recta de regresion (ilustrada en la Figura 4) es la siguiente:
Y = (-0,192 £ 0,452) + (1,097 £ 0,205} X
Donde:
s X = concentracién tedrica (log(ug/mL));
& Y = concentracién medida {log{pug/mL));
¢ Coeficiente de correlacion lineal: r = 0,9428 con 16 grados de libertad.

¢ Rango de linealidad: [120,88-208,79] pg/mL.
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Figura 4: Grifico de linealidad, cepa B/linaje Yamagata

g 10 120 R0 40 B w0 170 W0 W0 200 2%
‘Theoretical concantration {microg/mi)

Measured concentration (microg/ml)
g5 8 % B EEA3IZLHINAY
H(—
*\Q

* %X Puints axperertals

e Drotte de regressibn

3.1.435 Conclusion
La linealidad es satisfactoria,

3.1.44 Exactitud

La exactitud se evalia a partir del resultado obtenido para el estudio de la linealidad con los
niveles de dilucién y adicién (no se toma en cuenta el punto del 100 %): la concentracion medida
se divide entre la concentracion tedrica.

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos generados en las
pruebas. '

¢ Se calculan los porcentajes de recuperacidn para cada nivel de concentracién tedrica de
antigeno HA y para cada grupo.

o  Se verifica la homogeneidad de las varianzas intraniveles mediante la prueba de Cochran.

¢ Una vez obtenida la homogeneidad, la no significancia de las diferencias entre 1os niveles de
concentracién tedrica de antigeno HA se demuestra mediante un analisis de vatianza,
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+ Una vez demostrada la igualdad de las medias interniveles, el porcentaje medio de
recuperacion se calcula con los limites de confianza del 95 % (en caso contrario se cal
porcentaje medio de recuperacion por nivel de concentracion).

Los resultados detallados del estudio de exactitud de las cuatro cepas estudiadas se presentan a
continuacion.

3.1.4.4.1 Resultados de exactitud, cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (H1N1)

Las recuperaciones calculadas entre las concentraciones medidas de antfgeno HA y las
coticentraciones tedricas de antigeno HA se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15: Recuperacidn porcentual, cepa A/HIN1

Concentracion de antigeno Recuperacion porcentual (%)
HA (pg/mL)
Grupo 1 Grupo 2 i Grupo 3
139,19434718 93,11 105,82 112,19
156,59364057 ) 92,50 _ 104,94 106,38
182,69258067 96,22 104,31 110,15
208,79152076 102,48 97,49 ' 104,20
241,70217616 100,85 97,86 105,52

Segln el analisis estadistico para cada nivel de concentracion, se calculd la recuperacion
porcentual promedio y se presenta en la Tabla 16.

Tabla 16: Recuperacion porcentual promedio, cepa A/HIN1

Recuperacion media 7 Limite de confianza dcl 95 %

1023 % [99,0 %-105,5 %]

Estos resultados cumplen con los criterios de aceptacién de la validacion, es decir, la recuperacion
potcentual promedio calculada para los niveles tedricos de concentracién se encuentra entre el
80 %y el 120 %.

3.1.4.42 Resultados de exactitud, cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2)

Las recuperaciones calculadas entre las concentraciones medidas de HA vy las concentraciones
tedricas de HA se presentan en la Tabla 17.
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Tabla 17: Recuperacién porcentual, cepa A/H3N2

Concentracion de antigeno Recuperacion porcentual (%)
HA (pg/mL)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
147,63690475 111,25 163,63 106,84
162,40059522 105,05 104,54 | 109,15
184,54613094 102,71 100,39 106,13
22591911374 103,98 107,90 107,63
241,88468914 99,60 105,44 104,49 )

Segtin el anélisis estadistico para cada nivel de concentracién, se calculd la recuperacion
porcentual promedio y se presenta en la Tabla 18.

Tabla 18: Recuperacién porcentual promedio, cepa A/H3IN2

Recuperacién media Limite de confianza del 95 %

105,2% {103,5 %-107,0 %]

Estos resultados cumplen con los criterios de aceptacion de la validacién, es decir, la recuperacion
poteentual promedio calculada para los niveles tedricos de concentracién se encuentra entre el
80 % y el 120 %,

3.1.4.4.3 Resultados de exactitud, cepa B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria)

Las recuperaciones calculadas entre las concentraciones medidas de HA y las concentraciones
tedricas de HA se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19: Porcentajes de recuperacion (%), cepa B/linaje Victoria

Concentracion de antigeno Recuperacion porcentual (%)
HA {ng/mL)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
152,31526539 104,34 107,09 103,46
167,54679192 100,01 101,21 101,63
190,39408173 102,28 100,70 98,47
223,88942957 104,40 102,28 101,47
24824119131 102,82 102,65 97,08

Seglin el andlisis estadistico para cada nivel de concentracida, se calculd la recuperacién
porcentual promedio y se presenta en la Tabla 20.
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Tabla 20: Recuperacién porcentual promedio, cepa B/linaje Victoria

Recuperacién media Limite de confianza del 95 %

102,0% {100.6 %-103,3 %] |

Estos resultados cuthplen con los criterios de aceptacion de la validacién, es decir, la recuperacion
porcentual promedio calculada para los niveles tedricos de concentracién se encuentra entre el
80 % y el 120 %.

3.1.4.4.4 Resultados de exactitud, cepa B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata)

Las recuperaciones calculadas entre las concentraciones medidas de antigeno HA vy las
concentraciones tedricas de antigeno HA se presentan en la Tabla 21.
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Tabla 21: Porcentajes de recuperacién, cepa B/linaje Yamagata

Concentracién de antigeno Recuperacion porcentual (%)
HA (pg/mL)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
120,882346872 93,71 111,74 102,86
138,08485965 91,08 110,66 107,82
151,1029609 . 96,64 108,41 106,62
183,45916847 98,37 114,28 111,52
208,79413185 99,53 112,33 108,56

Segiin el analisis estadistico para cada nivel de concentracidn, se calculd la recitperacion
poreentual promedio y se presenta en la Tabla 22.

Tabla 22: Recuperacion porcentual promedio, cepa B/linaje Yamagata

Recuperacitn media Limite de confianza del 95 %

104,9% "[100,8 %-109,0 %]

Estos tesultados cumplen con los critetios de aceptacién de la validacién, es decir, la recuperacién
porcentual promedio calculada para los niveles tedricos de concentracién se encuentta entre el
80 % yel 120 %.

3.1.44.5 Conclusién
La exactitud es satisfhctoria.
J.1.5  Conciusion

El método es especifico, preciso, lineal y exacto para las cepas
A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1), A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2),
B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria) y B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata),

El método de SRID es vélido para cuantificar el antigeno HA en la vacuna antigripal tetravalente
(QLV) para las cepas A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1), A/Texas/50/2012

(NYMC X-223A) (H3N2), B/Brisbane/60/2008 (linaje Victotia) y

B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata),
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3.2 Identificacién del antigeno HA

3.2.1 Panorama

El método de inhibicidn de la hemaglutinacion (IHA) se validé en el DS; esta validacion se aplica
al MSL y al WSL ya que:

¢ laprueba de identidad consiste en un reconocimiento especifico del antigeno HA por
anticuerpos especificos de hurén, tanto si el antigenoc HA se encuentra en el virus entero (caso
del WSL y del MSL) como si se encuentra en el antigeno purificado (caso del DS).

« Los anticuerpos de hurén se produjeron por inmunizacion de hurones con antigeno HA nativo
del virus entero. La identificacién del antigeno HA. en el DS se considera, por lo tanto, el caso
mas desfavorable porque el antigeno HA del MSL y del WSL estd més proximo al utilizado
para la produccién de los anticuerpos de hurén.

¢ Ademas, la prueba de identidad requiere un paso de estandarizacién (la estandarizacién
consiste en diluir las muestras para obtener una concentracion de entre 4 y 8 UHA) y se lievaa
cabo del mismo modo, independientemente de la etapa controlada,

Esta validacién se llevd a cabo con dos cepas A (HIN1 y H3N2) y dos cepas B (B/linaje
Yamagata y B/linaje Victoria):

¢ cepa A/California/07/2009 (NYMC X-179A) (HIN1);
* cepa A/Victoria/210/2009 (NYMC X-187) (H3N2),

¢ cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria);

o cepa B/Florida/4/2006 (B/linaje Yamagata).

3.2.2 Resumen de Ia validacion

La especificidad es el tnico parametro evaluado durante 1a validacion de este método y es una
prueba de identidad.

La especificidad del método se asegura incluyendo varios antigenos de referencia en cada andlisis
(el mismo subtipo/linaje de antigeno HA que la muestra de prueba y subtipos/linajes de antigeno
HA distintos) (vea la descripcién del procedimiento analitico en la seccidn 3.2.8.4.2
Procedimientos analiticos.

El objetivo de la validacion es demostrar la capacidad de la técnica para identificar el
subtipo/linaje viral (A/HIN1 o A/H3N2 o B/linaje Victoria o B/linaje Yamagata).En la Tabla
23 se resumen los criterios de aceptacion y los resultados de validacién para la especificidad.
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Tabla 23: Resumen de los resultados de validacién, identidad del antigeno HA

Caracteristicas

Criterios de validez

Resultados

Especificidad -El titulo antigénico de ia muestra atializada debe -El titulo antigénico de la muestra analizada se halla
hallatse entra 4 y 8 unidades hemaglutinantes (UHA), jentre d y § UHA,
-El titulo de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA)  |-El titulo de IHA del antfgeno de referencia e ¢l
del antigeno de refetencia debe ser el mismo que &l [mismo que &l Hiulo tedtico obtenido durante ia
titulo teorico (obtenido durante 1a validaciéa de los ivalidacion de los reactivos cont £2 diluciones.
reactivos) con =2 diluciones.
Criterfos de aceptacién Resultados
-El titulo antigénico del DS modificado debe ser -El titulo antigénico del DS modificado es equivalente
lequivalente al titulo del antigeno de referencia al titulo del antigeno de referencia £2 diluciones.
2 diluciones, -El DS modificado teacciona solo débilmente frente a
-El DS modificado debe reaccionar solo débilmente  {la referencia heteréloga (diferentes tipos de antigeno
frente a la referencia heterdloga (diferentes tipos de  [HA) (<1/40.%).
antigeno HA) (<1/40.%),
Criterio de aceptacién de la validacién anzlitica Resultado
-Los titulos de THA de las muestras analizadas para los {-Los titulos de IHA de las muestras analizadas para los
tres ensayos de validacion deben ser equivalentes entre [tres ensayos de validacién son equivalentes entre si
i £2 diluciones. k=2 diluciones.
3.2.3 Resultados y analisis

Se llevaron a cabo tres andlisis independientes por el mismo método, realizados por
tres operadores diferentes en dias diferentes con tres extracciones de sangre diferentes.

Primero, se validan los antisueros y ant{genos especificos. Después se lleva a cabo una
estandarizacién del contenido de antigeno HA hasta 4-8 UHA. Los resultados s¢ presentan en
la Tabla 24 y en la Tabla 25.

Después, se lleva a cabo la reaccion de identidad con las muestras de DS; los resultados se
presentan en la Tabla 26,
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Tabla 24: Titulos tedricos de los antisueros de referencia obtenidos contra antigenos %
referencia (validacion de los reactivos)

Antisueros de referencia Titulo tedrico Antigenos de referencia
Antisueros de referencia/antigenos
de referencia
(validacion de 1os reactivos)

AfVictoria/210/2009 255319R 2560 AlVictoria’210/2009 (10/03/2011)
(09/04/2010)

A/California/7/2009 F65-3 (07/07/2009) | 1280 A/California/7/2009 2009/838
B/Brisbane/60/2008 F65-N2 1280 B/Brisbane/60/2008 FA343637 (15/03/2009)
(27/03/2000)

B/Flotida/d/2006 F63-2 (14/04/2008) 1280 B/Florida/4/2006 (24/07/2008}

Tabla 25: Titulos de los antigenos

Antigenos de referencia y Titulo del antigeno/antisuero de referencla -
DS por analizar ]
Andlisiy 1 Anilisls 2 Andlisis 3
UHA Titulo del UHA Titulo del UBA Titulo del
antigeno de antigeno de antigeno de
referenclia referencia referencia
AfVictoria/210/2009 8 2560 8 2560 4 2560
(10/03/2011}
AfCalifornia/7/2009 4 640 4 640 4 1280
2009/838
B/Brisbane/60/2008 4 320 3 320 8 640
FA343657 (15/03/2009)
B/Florida/4/2006 4 1280 g 1280 8 1280
(24/07/2008) ‘ '
AfCalifornia/07/2009 8 / 5 / 8 /
(NYMC X-1794) (HIND)
FA432424
A/Victoria/210/2009 (NYMC | 4 / 4 / 4 /
X-187) (H3N2)
FA427502
B/Florida/4/2006 (B/linaje 4 / 4 ! 4 /
Yamagata}
FA430512 =
B/Brisbane/60/2008 (B/linaje | 4 / 8 / 4 /
Victoria)
FA430216
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Los cuatro subtipos/linajes del DS se analizaron tres veces de manera independiente, en dfas
diferentes, por tres técnicos cualificados diferentes y con tres extracciones de sangre diferentes.

Se han respetado las siguientes condiciones de especificidad:
Criterios de validez:
« Eltitulo antigénico de la muestra analizada se halla entre 4 y 3 UHA.

¢ Para cada cepa, ¢l titulo de IHA del antigenc de referencia es el mismo que el titulo teérico
(obtenido durante la validacién de los reactivos) con £2 diluciones,

Criterios de aceptacion:

¢ Eltitulo antigénico del DS medificado es equivalente al titulo del antigeno de referencia
£2 diluciones.

¢ E1DS modificado reacciona solo débilmente frente a los prototipos 2 y 3 del antisuerc de
referencia heterdloga (diferentes tipos de antigeno HA) (<1/40).

Criterios de aceptacion de la validacién analitica:

¢ Los titulos antigénicos de las muestras evaluadas para los tres andlisis de validacion son
equivalentes enfre si +2 diluciones.

La especificidad es satisfactoria.

3.2.4  Conclusion

El método es especifico para el subtipo viral (A/HINI1, A/H3N2) o linaje (B/linaje Victoria y
B/linaje Yamagata).

El método es vélido para identificar el antigeno HA en la vacuna antigripal para los diferentes
subtipos o linajes A/HIN1, A/H3N2, B/linaje Victoria y B/linaje Yamagata.

3.3 Identificacion del antigeno neuraminidasa (método RT-PCR)

La técnica para la identificacion del antigeno neuraminidasa (NA) por RT-PCR se valida para
cada nueva cepa siguiendo el protocolo de validacidn que se describe a continuacidn.

3.3.1 Panorama
Dado que se trata de una prueba de identidad, la especificidad es el Gnico pardmetro que se evalta

durante el desarrollo de la técnica.

Para cada nueva cepa, se desarrolia la téenica RT-PCR y se definen sus parametros, Se disefian
nuevos cebadores y sondas especificas utilizando una secuencia especifica de oligonucledtidos de
la cepa estudiada.

La evaluacidn de la especificidad tedrica consiste en un estudio histdrico, basado en la alineacién
de secuencias de oligonucledtidos conocidas, procedentes de la Organizacién Mundial de la Salud
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(OMS), que permiten evaluar la especificidad de los cebadores y las sondas nucléicas dis
para identificar la cepa.

Ademss, se llevan a cabo estudios experimentales para demostrar la capacidad de la técnica para;
¢ identificar la cepa analizada, .

e y parano detectar otras cepas vacunales del mismo subtipo (A/HIN1 o A/H3N2 0o B) o de
otros subtipos de virus gripales (A/HIN1 o A/H3N2 o B).

El control positivo es una suspension de la cepa que se desea identificar (es decir, un vial original
de la cepa de produccion provisto por un Centro Colaborador de la OMS, lote de siembra maestto
{MSL) o lote de siembra de trabajo (WSL), DS ...},

Se seleccionan otras cepas gripales distintas de la que se desea identificar a fin de evaluar la
especificidad de la prueba. El subtipo de estas cepas es al menos A/HIN1, A/H3N2 y B. Se
analizan dos cepas de cada subtipo, en especial las cepas utilizadas en la temporada anterior (si
estan disponibles).

Para los estudios experimentales, el método utilizado se considera validado si:
¢ se determina una identificacién positiva de la cepa gripal analizada,
e se determina una identificacion negativa de las otras cepas gripales seleccionadas.

Los resultados del estudio de validacion basado en estudios tedricos y experimentales se presentan
a continuacion para las siguientes cepas:

*  A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1),

o AfTexas/50/2012 (NYMC X-2234A) (H3N2),

» B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria),

¢ B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata).

3.3.2  Validacién para la cepa A/California/7/2009 (H1IN1)

Los cebadores para la identificacion de la neuraminidasa (NA) se disefiaron para ser especificos
para la cepa vacunal:

o Cebador directo FPNACALIF: secuencia TTA TGA AAA CAA CAC TTG GGT AAA TCA,
s Cebador inverso RPNACALIF: secuencia GCT AAT TTC ACG GAA ACC ACT GA,

¢ Sonda PNACALIF: secuencia FAM-TGT TAA CAT CAG CAA CAC C-MGB.

Se llevaror a cabo estudios de especificidad tedricos y experimentales con estos cebadores.

Estudio de especificidad tedrica:

La especificidad tedrica del método se demuestra realizando una alineacién de nucledtidos de la
region amplificada (genes de NA) de la cepa A/California/7/2009 (H1N1) y de otras cepas
A/H1N1, donde se muestra la ubicacidn de fos cebadores y de las sondas. En paralelo, se efectud

~ otra alineacion de nucleétidos de las regiones amplificadas (genes de NA), incluyendo otras cepas
A/H3N2, A/H5N1 y B, que muestra la ubicacion de los cebadores y de las sondas.
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Las alineaciones de nucleétidos muestran numerosas discrepancias entre la cepa
A/California/7/2009 (HIN1) y las otras cepas A/HIN1, A/H3N2, B y A/H5N1 en las posicion
del cebador directo, del cebador inverso y de la sonda. Debido a la combinacién de todas las

discrepancias, es poco probable que se produzea la deteccidn de otras cepas diferentes de
A/California/7/2009.

Estudio de especificidad experimental:

La deteccidn de A/California/7/2009 (HIN1) se llevd a cabo con lotes de WSL, DS y producto
llenado representativos de los lotes de produccién conforme a las BPM. Ademas, se analizaron
otras cepas de A/HINI, A/H3N2 y B,

La especificidad del sistema se estudié utilizando las cepas siguientes y los resultados se muestran
en la Tabla 27.

Tabla 27: Resultados experimentales correspondientes a la cepa A/California/7/2009 (HIN1)

Nombre de la cepa Deteccién del gen de la NA
A/California/7/2009 (A/HIN1) Positiva
A/Btisbane/59/2007 (AAIN1) Negative
A/Solomon Is1ands/03/2006 (A/HINI) Negative
AfUrnguay/716/2007 (A/H3IN2) Negativo
A/Wisconsin/67/2005 {A/HIN2) ' Negativo
B/Brisbane/60/2008 (B) Negativo
B/Malaysia/2506/2004 (B) Negative
Afturkey/Turkey/1/2005-NIBRG23 (A/H5N1) ) Negativo
Allndonesia/05/2005-PRE-IBCDC-RG2 (AJHSN1) Negativo

Los resultados obtenidos durante el estudio de especificidad experimental mostraron resultados
positivos pata la cepa A/California/7/2009 (HIN1) y resultados negativos para las demds cepas
diferentes de A/California/7/2009 (H1N1), incluidas las cepas A/HIN1, A/H3N2, A/H5N1 y B.

El método es especifico ya que no se detectd ninguna otra cepa de gripe salvo
A/California/7/2009 (HINT1).

Conclusion:

El método queda validado para la identificacion del antigeno NA de lacepa
A/California/7/2009 (HIN1) en esta vacuna antigripal.

3.3.3  Validacién para la cepa A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2)

Dado que A/Texas/50/2012 (H3N2) es una cepa andloga a A/Victoria/361/2011 (H3N2), la
homologia entre las secuencias es muy elevada (solo 7 discrepancias de los aproximadamente
1400 nuclestidos del gen de 1a neuraminidasa) y por lo tanto, la identificacidn requiere la
combinacion de 2 resultados de RT-PCR en tiempo real. El sistema RT--PCR 1 permite la
identificacién de las cepas analogas a A/Victoria/361/2011 (H3N2) [A/Texas/50/2012 (H3N2) y
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A/Victoria/361/201 1(H3NZ2)], mientras que el sistema RT-PCR 2 permite diferenciar la ¢
A/Texas/50/2012 (H13N2) de la cepa A/Victoria/361/2011 (H3N2).

Se determina una identificacion positiva si se observa deteccion simultdneamente para las dos
RT--PCR. El resto de combinaciones de resultados demuestra una identificacién negativa.

Los cebadores para la identificacidn de la NA se disefiaron para que fueran especificos para la
cepa vacunal:

e ParaRT-PCR I:
s  Cebador directo FNAVIC2011: secuencia GTT GGA GAC ACA CCC AGA AAA TC,
o (Cebador inverso RNAVIC2011: secuencia AAG CGT GAC GTC TCG TTG AAT,
¢ Sonda MGBNAVIC2011: secuencia FAM- AGC TCC AGC AGT AGC -MGB.

s Para RT-PCR 2: .
¢ Cebador directo FNATEX: secuencia GCT CTG TFTCTC TCACCATITAC,
¢ (Cebador inverso RNATEX: secuencia CCA CCA GCG GAA AGC CCA,
» Sonda MGBNAVIC2011: secuencia CAA TAT GCT TCT TCA TGC AA,

Se llevaron a cabo estudios de especificidad tedricos y experimentales con estos cebadores.
Estudio de especificidad tedrica:

La especificidad tedrica del método se demuestra realizando una alineacién de nucledtidos de la
region amplificada (genes de NA) de la cepa A/Texas/50/2012 (}I3N2) y de otras cepas A/H3N2,
donde se muestra la ubicacion de los cebadores y de las sondas para cada una de las dos RT-PCR.
En paralelo, se realiz¢ otra alineacién de nucle6tidos de las regiones amplificadas (genes de NA),
incluyendo otras cepas A/HIN1 y B, donde se muestra la ubicacién de los cebadores y de las
sondas para cada una de las dos RT-PCR.

s Alineaciones de nucledtidos con otro tipo de cepas A/H3N2:
» Para RT-PCR 1:

La alineacion de nucledtidos muestra 3, 4 o 5 discrepancias entre la cepa analoga a
AlVictoria/361/2011 (H3N2) (A/Texas/50/2012 y A/Victoria/361/2011) y la otra cepa A/H3N2 en
el cebador inverso. Los cebadores se han disefiado para situar las discrepancias especificas en el
extremo 3’ del cebador inverso, ademas se introdujo una discrepancia de un solo nucleétido en la
segunda posicidn del extremo 3’ (PCR de andlisis de mutaciones por amplificacion de
discrepancias) con el fin de aumentar la especificidad de la PCR. Por consiguiente, gracias a todas
las discrepancias observadas en el cebador inverso combinadas con Ia tecnologia del anélisis de
mutaciones por amplificacién de discrepancias, es poco probable que se produzea la deteccitén de
otras cepas A/H3N2 diferentes de las analogas a A/Victoria/361/2011 (H3N2) (A/Texas/50/2012
y A/Victoria/361/201 1).

La alineacidn de nucledtidos muestra una discrepancia en el cebador directo entre las cepas
A/Texas/50/2012 (H3N2) y A/Victoria/361/2011 (H3N2). Esta mutacién puede disminuir la
eficacia de la PCR para A/Texas/50/2012 (FI3N2), pero no tendra efecto sobre la deteccion, ya
que el cebador inverso y 1a sonda son 100 % idénticos a esta cepa.

o Para RT-PCR 2

RA_0920477 Confidential/Proprietary Information
Pagina 33 of 47







Sanoft Pasteur Seccibn 3.
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacién de los procedimientos a

La alineacién de nucledtidos muestra dos discrepancias entre las cepas A/Texas/50/2012 (H
y A/Victoria/361/2011 (H3N2) en ¢l cebador directo y una discrepancia en el cebador inverso,
tanto que no hay ninguna diferencia entre las cepas A/Texas/50/2012 (H3N2) y las cepas
diferentes de las cepas A/H3N2.

Los cebadores se han disefiado para situar las discrepancias especificas de la cepa
A/Texas/50/2012 (FI3N2) en ¢l exiremo 3° de los cebadores directo ¢ inverso, y se introdujo una
discrepancia de un solo nucledtido en la segunda posicidn desde el extremo 3’ de ambos
cebadores (PCR de andlisis de mutaciones por amplificacion de discrepancias) con el fin de
aumentar la especificidad de la PCR. Por consiguiente, es poco probable la deteccién de la cepa
AfVictoria/361/2011 (H3N2).

¢ Las alineaciones de nucledtidos con las cepas A/HIN1 y las cepas B muestran numerosas
discrepancias para ambas PCR entre la cepa A/Texas/50/2012 (H3N2) v las cepas A/HIN1 y
B en las posiciones del cebador directo, de los cebadores inversos v de las sondas. Debido a la
combinacion de todas las discrepancias, es poco probable la deteccién de las cepas A/HIN] y
B.

Estudio de especificidad experimental:

La deteccién de 1a cepa A/Texas/50/2012 (FI3N2) se realizd con MSL, WSL y'DS representativos
de los lotes de produccion conforme a las BPM. Ademds, se analizaron otras cepas de A/H3N2,
A/HINl yB.

La especificidad del sistema se estudié utilizando las cepas'siguientes y los resultados se muestran
en la Tabla 28.

Tabla 28: Resultados experimentales para la cepa A/Texas/50/2012 (H3N2)

Deteccidn del gen de la NA Identificacibn
Nombre de la cepa
RT-PCR 1 RT-PCR 2
AlTexas/50/2012 (A/HINZ) 7 Positiva Positivo Positivo
AfVicloria/361/2011 (A/H3NZ) Positiva Negativo Negativo
A/Uruguay/716/2007 (A/H3IN2) Negativo Positivo Negativo
A/Victoria/216/2009 (A/HIN2) Negativo Positivo Negativo
A/California/?/2009 {A/HINI) Negativo Negativo Negative
~ A/Brisbane/59/2007 (A/HIN1) Negativo Negativo Negativo
B/Massachusetts/2/2012 (B) Negativo Negativo Negativo
B/Hubei-Wujiagang/t 58/09 (B) Negativo Negativo Negative

Se obtiene una identificacién positiva para la cepa A/Texas/50/2012 (H3N2), va que se obsetva
una deteccion simultdnea para las dos RT-PCR y se observa identificacién negativa para las
demés cepas diferentes de A/Texas/50/2012 (H3N2), incluidas las cepas A/HIN1, B y A/H3N2.

El método es especifico ya que no se detectd ninguna otra cepa de gripe diferente de
A/Texas/50/2012 (H3N2) simultdneamente para las dos RT-PCR.
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Conclusion:

El método queda validado para la identificacién del antigeno NA de la cepa A/Texas/50/2012
(H3N2) en esta vacuna antigripal.

3.3.4  Validacion para la cepa B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria)

Los cebadores para la identificacion de la NA se disefiaron para que fueran especificos para la
cepa vacunal:

e Cebador directo FNABRI: secuencia AAA CGA TGG AAG CAT AAC AGTC,

e Cebador inverso RNABRI: secuencia AGT CCC ATC CCC ATC CTT CC,

¢ Sonda MGBNABRI: secuencia FAM-TGA ATC TAA TGG GGA CAA AG -MGB.
Se llevaron a cabo estudios de especificidad tedricos y experimentales con estos cebadores.
Estudio de especificidad tedrica

La especificidad tedrica del método se demuestra realizando una alineacién de nucledtidos de la
region amplificada (gen de NA) de la cepa B/Brisbane/60/2008 y de otros tipos de cepas B, donde
se muestra la ubicacién de los cebadores y de las sondas, En paralelo, se realizd otra alineacién de
nucledtidos de la regidn amplificada (gen de la NA) que inclufa otras cepas A/HINT y A/H3N2,
la cual muestra la ubicacién de los cebadores y de las sondas.

La alineacion de nucledtidos muestra 2, 3 o 4 discrepancias entre la cepa B/Brisbane/60/2008 y
las demés cepas B en el cebador directo, 2 discrepancias con el cebador inversoy 0o 2 en la
sonda. Los cebadores se han diseflado para situar las discrepancias especificas de la cepa
B/Brisbane/60/2008 en el extremo 3° de los cebadores directo ¢ inverso, y se introdujo una
discrepancia de un solo nucleétido en la segunda posicién desde el extremo 3* de ambos
cebadores (PCR de andlisis de mutaciones por amplificacién de discrepancias) con el fin de
aumentar la especificidad de la PCR. En consecuencia, es improbable la deteccion de otras
cepas B diferentes de B/Brisbane/60/2008.

Ademds, la alineacion de nucledtidos muestra numerosas discrepancias entre la cepa
B/Brisbane/60/2008 y las cepas A/HIN1 y A/H3N2 en las posiciones del cebador directo, del
cebador inverso y de la sonda, Debido a la combinacién de todas las discrepancias, 1a deteccion de
las cepas de A/HIN1 y A/H3NZ es improbable.

Estudio de especificidad experimental

La deteccion de la cepa B/Brisbane/60/2008 se realizd con lotes de¢ WSL y DS representativos de
los lotes de produccion conforme a las BPM. Ademds, se analizaron otras cepas de B, A/HIN1 y
A/H3N2.

La especificidad del sistema se estudi6 utilizando las cepas siguientes y los resultados se muestran
en la Tabla 29.

RA_0920477 Confidential/Proprietary Information
Pigina 35 of 47 /\‘\
ROXAP% MONTEMILONE
DIRECGTORAACNIGA
ARCD F\ %A
SANOFI PARTRUR, 8. A.
LY \&






Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionadoe, inactivada)

Seccion
Validacién de los procedimientos

Tabla 29: Resultados experimentales para la cepa B/Brisbane/60/2008

Nombre de la cepa

Deteccién del gen de la NA

B/Brisbane/60/2008 (B) Positiva
B/Florida/4/2006 (B) . Negativo
B/Malaysia/2506/2004 (B) Negativo
A/California/7/2009 (A/HINI) Negativo
A/Brisbane/59/2007 (A/HIN1) Negativo
A/Victoria/2 10/2009 (A/HIN2) Negativo
AfUroguay/716/2007 (A/HIN2) Negativo

Los resultados obtenidos durante el estudio de especificidad experimental mostraron resultados
positivos para la cepa B/Brisbane/60/2008 y resultados negativos para las demas cepas diferentes

de B/Brisbane/60/2008, incluidas las cepas A/HIN1, A/H3N2 y B.

El método es especifico ya que no se detectd ninguna otra cepa gripal salvo B/Brisbane/60/2008,

Conclusién:

El método queda validado para la identificacidn del antigend NA de la cepa B/Brisbane/60/2008

en esta vacuna antigripal.

3.3.5  Validacién para la cepa B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata)

Los cebadores para la identificacién de la NA se disefiaron para que fueran especificos para la

cepa vacunal:

¢ Cebador directo FNABMASS: secuencia TCG GAT ATA TTG CTA AAA TTT TCA CTG,
» Cebador inverso RNABMASS: secuencia CCC TTT TGC TGC AGA ATG ATC T,
+ Sonda MGBNABMASS: secuencia FAM-CAG AAA TAA CTG CAC CAA TAA ~MGB.

Se llevaron a cabo estudios de especificidad tedricos y experimentales con estos cebadores.

Estudio de especificidad tedrica:

La especificidad tedrica del método se demuestra realizando una alineacion de nucledtidos de la
region amplificada (gen de NA) de la cepa B/Massachusetts/2/2012 y de otros tipos de cepas B,
donde se muestra la ubicacién de los cebadores y de las sondas. En paralelo, se realizd otra
alineacion de nucledtidos de la regidn amplificada (gen de la NA) que incluia otras cepas A/HINI

y A/H3N2, la cual muestra Ja ubicacion de los cebadores v de las sondas.

La alineacién de nucleétidos muestra 1, 2, 3 o 5 discrepancias entre la cepa

B/Massachusetts/2/2012 y las demds cepas B en el cebador directo, 3 o 4 discrepancias con el
cebador inverso y 0, 1 o 2 discrepancias en la sonda. Los cebadores se han disefiado para situar las
discrepancias especificas de la cepa B/Massachusetts/2/2012 en el extremo 3’ de los cebadores
directo e inverso, y se introdujo una discrepancia de un solo nucledtido en la segunda posicién
desde el extremo 3’ de ambos cebadores (PCR de anélisis de mutaciones por amplificacién de
discrepancias) con el fin de aumentar la especificidad de la PCR. En consecueticia, es improbable

la deteccidn de otras cepas B diferentes de B/Massachusetts/2/2012.
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Ademds, la alineacién de nucledtidos muestra numerosas discrepancias entre la cepa _
B/Massachusetts/2/2012 y las cepas A/HIN1 y A/H3N2 en las posiciones del cebador directo,
cebador inverso y de la sonda. Debido a la combinacién de todas las discrepancias, la deteccidn de
las cepas de A/HIN1 y A/H3N2 es improbable. o

Estudio de especificidad experimental:

La deteccion de la cepa B/ Massachusetts/2/2012 se realiz6 con lotes de MSL, WSL y DS,
representativos de los lotes de produccién conforme a las BPM. Ademés, se analizaron otras cepas
de B, A/HIN1 v A/H3N2.

La especificidad del sistema se estudié utilizando las cepas siguientes y los resultados se muestran
en la Tabla 30.

Tabla 30: Resultados experimentales para la cepa B/Massachusetts/2/2012

Nonibre de la cepa Deteccion del gen de la NA
B/Massachusetts/2/2012 (B) Positiva
A/Brisbane/60/2008 (B) Negativo
B/Hubei-Wujiugang/158/09 (B) Negativo
A/California/7/2009 (A/HINT) Negativo
A/Brisbane/59/2007 (A/HIN1) Negativo
AfVictoria/361/2011 (A/HIN2) Negativo
AfTexas/30/2012 (A/H3N2) Negativo

Los resultados obtenidos durante el estudio de especificidad experimental mostraron resultados
positivos para la cepa B/Massachusetts/2/2012 y resultados negativos para las demés cepas
diferentes de B/Massachusetts/2/2012, incluidas las cepas A/HIN1, A/H3N2 y B,

El método es especifico ya que no se detectd ninguna otra cepa de gripé salvo
B/Massachusetts/2/2012.

Conclusién:

El método queda validado para la identificacion del antigeno NA de la cepa
B/Massachusetts/2/2012 en esta vacuna antigtripal.

3.3.6 Conclusion

El método de identificacion del antigeno NA por RT-PCR queda validado para las diferentes
cepas A/HINI1, A/H3N2 y para las dos cepas B de esta vacuna antigripal. Para cada nueva cepa,
se lleva a cabo una nueva validacién,
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3.4 Prueba de actividad enzimatica de la neuraminidasa

34.1 Panorama

La prueba de actividad enzimatica de la NA se ha validado en el DS seglin la guia de la ICH.

Puesto que la prueba es una prueba de limites, las diferentes caracterfsticas estudiadas son la
especificidad y el limite de deteccion.

3.42 Resumen de la validacién

Los resultados de la validacién se resumen en la Tabla 31.

Tabla 31: Resumen de los resultados de validacion, prueba de actividad enzimdtica de ia
neuraminidasa

Caracterfstica Criterio de aceptacion Resultado

Especificidad Ausencia de NA en la matriz de PBS Ausencia de actividad enzimética de NA en la matriz de PBS
(cada densidad optica individual de la {cada densidad dptica individual de la muestra de PBS es
muestra de PBS debe ser inferiot al inferior al umbral de positividad de 1,3).
umbral de positividad de 1,3). .

Limite EILD eg la dltima deteccién positiva de | LD del principio active HIN1 = 0,475

experimental de todas las series. )

deteccion [en LD del principic sctive HIND = 0,372

unidades de

neuraminidasa T ; -

(UN)/miL] LD del principio active B = 0,384

343 Resultados y anilisis

3.4.3.1 Especificidad

Como la matriz de cada DS (cepas HINI, H3IN2 y B) estd compuesta por solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), la especificidad del método queda demostrada analizando la PBS
en tugar del producto.

El disefio experimental se basé en 10 andlisis independientes realizados por 2 operadores dos
veoes (en 2 periodos diferentes). Los datos sometidos a andlisis son las densidades Opticas (DO).
Los diferentes resultados del estudio se presentan a continuacion en la Tabla 32,
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Tabla 32: Especificidad, resultados de DO

Periodo 1, operador 1 Perfodo 1, operador 2 Periodo 2, operador 1 Perfodo 2, operador 2
0,63%4 0,6345 0,6747 0,5948
0,5911 0,5669 0,5921 0,7028
0,6808 0,5917 0,7336 0,6809
0,6087 0,5928 0,6805 0,5909
0,6189 0,6028 0,6253 0,5925

Como cada densidad éptica de la muestra de PBS es inferior al umbral de positividad igual a 1,3,
no existe actividad enzimatica de NA en la matriz de PBS. Por lo tanto, el método es especifico,

3.4.3.2 Limite de deteccion

El disefio expetimental se basd en 6 anélisis independientes realizados para cada DS por

2 operadores. Cada opetador llevé a cabo 3 andlisis. Los datos sometidos a andlisis son la titima
concentracion para la que se defecta la presencia de actividad enzimatica de NA en todas las
series, expresada en UN/mL.

Todos los célculos se realizan con logaritmos, dado que los datos siguen una distribucidn
logaritmica normal.

Los resultados se presentan a continuacién en la Tabla 33,

Tabla 33; Limite de deteccién: dltima concentracion para la que se detecta la presencia de
actividad enzimatica de NA (UN/mL)

DS, cepa A/HINT DS, ceps A/H3IN2 DS, cepa B
Operadar 1 0,238 ' 0,372 0,192
Operador 1 0,473 0,372 0,192
Operador 1 0,238 0372 0,192
Operador 2 0,475 6372 0,384
Operador 2 0,475 0,372 0,192
Operador 2 0,475 0,372 0,192

Todos los caleulos se realizan en logaritmos, dado que los datos siguen una distribucién
logaritmica normal.

El limite de deteccidn se expresa de dos maneras:

o El limite de deteccidn experimental, que es la tltima dilucién para la que se observa la
presencia de actividad enzimatica de NA en todos los experimentos.

s El limite de deteccion calculado, que se basa en un cdlculo estadistico teniendo en cuenta
todos los resultados (calculo de la media y el intervalo de confianza del 95 % de las
respuestas).
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Los resultados se resumen en las siguientes tablas para cada cepa (Tabla 34, Tabla 35y T
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Tabla 34: Limite de deteccién: Cdlculos para el DS de la cepa A/HIN1

Limite de deteccion calculado Limite de deteccién
experimental
Media de | t 0.4233 0,475 UN/ml,
edia de Ias res 514, )
puestas on expresion aritmética: 0,377 UN/inL,
Desviacion estindar de las respuestas 0.1550
(em expresion logaritmica)
. [-0,5860; ~0,2607] /
Intervalo de confianza del 95 % de la media L
en expresion aritmética: [0,259 ; 0,549] UN/mL
Tabla 35: Limite de deteccién: Cdlculos para el DS de la cepa A/HIN2
Limite de deteccion calculado Limite de deteccién
experimental
Media de las respuestas 04295 ' 0,372 UN/mL
e )
P en expresion aritmética: 0,372 UN/mL ’
Desviacidn estindar de ias respuestas 0.0000
(en expresion logar{tmica) _ /
Como no existe varinbilidad, no se puede calcutar el
7 )
Intervalo de conflanza del 95 % de la medin intervalo de confianza del 93 % de la medi,
Tabla 36: Limite de deteccion: Calculos para el DS de la cepa B
Limite de deteccion calcuiado Limite de deteccidn

experimental

- 0,6663 ,
Media de las respuestas . . 0,384 UN/mL
el cle Tas FEspUEATY en expresion aritmética: 0,216 UN/mL ,

Desviacidn estdndar de las respuestas 0.1229
(en expresion logaritmica) ’

{-0,7935; -0,5376]

Intervalo de confianza del 95 % de la media
ot ° en expresion aritmetica: [0,160 ; 0,290] UN/mal.

3.4.4 Conclusion

La especificidad queda demostrada y'a que no existe actividad enzimética de NA en la matriz de
PBS.

La prueba es valida para la deteccién de la actividad enzimatica de la NA en Ja vacuna antigripal
en la etapa de DS, con un limite de deteccién de 0,475 UN/mL para el DS de la cepa HINI,
0,372 UN/mL para el DS de la cepa H3N2 y 0,384 UN/mL para el DS de la cepa B,
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3.5 Contenido de octoxinol 9

351

Como el método es un andlisis cuantitativo, las diferentes caracterfsticas estudiadas son: la
especificidad, la precision, la linealidad, la exactitud y el limite de cuantificacion porque el
octoxinol 9 se considera una impureza.

Panorama

Los an4lisis se llevan a cabo seglin se describe en la seccion 3.2.5.4.2 Procedimientos analiticos.

Bl estudio de validacion se realizd con la cepa A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN1)
(lote FA545090), Esta validacién es aplicable para las cepas A y B, dado que el tratamiento de la
muestra y el método analitico son los mismos, las matrices de los dos tipos de cepas son similares
y las diferencias del proceso de elaboracion no afectan la validez del método.

E! limite de cuantificacion se establecié en una concentracion igual a 20 veces el ruido de fondo
durante el desarrollo del método, es decir, una concentracion de 100ug/ml. en el principio activo.

Este limite de cuantificacién se debe verificar para cada anélisis. Por lo tanto, no se valido.

3.5.2

Resumen de la validacion

Los resultados de la validacion se resumen en la Tabla 37,

Tabla 37: Resumen de los resultados de validacién, contenido de octoxinol 9

Caracteristica Criterio de aceptacion Resultado
Especificidad En el lote que contiene la La tecuperacién potcentual promedio y sus limites de
solugion de agregado, la confianza son, respectivamente: '
tecuperacion porcentual 98,0 % [95,7 %=100,3 %]
promedio se encuentra entre el ’ ' ’
90 % yel 110 %. _
Precisién El intervalo de confianza del - Intervalo de conflanza del 95 % de la precision intermedia
95 % de 1a precision para 1 cortida: 13 pg/mL
intermedia &8 twenor o igual - redondeos recomendados: 1 la unidad
que 30 pg/ml -
Linealldad Piealided = 0,01 Plinealigad <0,0001 :
P gagviaeion de (n linealidad 2 0,05 P gosviacidn de ls tinealided = 0,71
Ecuacidn de la recta de regresion:
Y = (2,848 + 6.702) + (0.988 = 0.010) - X
Coeficiente de correlacidn lineal: r=0,9998
Rango de linealidad: [197-978} ug/mL
Exactitud La recuperacion porcentual La recuperacion poscentual promedic y sus limites de
promedio calculada para todos | conflanza son, respectivamente!
los niveles de concentracidn
3 % [98,8 %-99,9 %
tedrica se halla entre el 90 % y 993 %1 > g
el 110 %.
Limite de cuantificacion El limite de cuantificacién se | Este limite de cuantificacion se debe verificar para cada
establecid en una analisis. Por Io tanto, no se valido.
coneentracion igual a 20 veces
el ruido de fondo durants el
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Caracteristica Criterio de aceptacién Resultado

desarrollo del método, es
decir, una concentracion de
100ug/mL en ¢l principio
activo,

3,53 Resultados y analisis

353.1 Especificidad
La especificidad se evalta a partir de los resultados obtenidos del estudio de linealidad presentado
en la Tabla 38.

Para cada operador, las soluciones de agregado medidas y tedricas se calculan mediante la
diferencia entre las concentraciones en la vacuna con solucién agregada y Ia vacuna sin solucién
agregada.

Los porcentajes de recuperacion se calculan de la siguiente maneta:

Concentration Vaccine with added solution - Concentration vacine without added solution
Octoxynol - 9 theoretical quantity added

Percent recovery(%) = %100

Tabla 38: Especificidad, recuperacién calculada entre la cantidad medida de octoxinol 9y la
cantidad tedrica

Conecentraciones tedricas de | Recuperacién caleulada entre la cantidad medida de octoxinol 9 y Ia cantidad tedrica (%)

octexinol 9 (ug/mL)
Grupe 1 Grupo 2 Grupo 3
785,71695695 101,12 98,06 95,63
9779161875 99,35 98,32 95,43

Se realiza un analisis estadistico para verificar que los porcentajes de recuperacién promedio no
son diferentes (después de verificar la homogeneidad de las varianzas).

La recuperacion promedio y sus limites de confianza se presentan en la Tabla 39.

Tabla 39: Resultados de especificidad, recuperacién promedio y limites de confianza

Recuperacién promedio Limites d¢ confianza del 93 %

98,0% (95,7%-100,3%]

La especificidad es satisfactoria.

3.53.2 Precision

El disefio experimental fue:

RA_0920477 Confidential/Proprietary Information .
Pégina 43 of 47 \

SANDFI&PAS UR 8. A







