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Vacuna antigripal teteavalente (virién fraccionado, inactivado)
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Seccidn 3.2.P.54
Anilisis de lotes

Tabla §: Contenido de antigeno HA en pg/dosis (resultados de [PC), PFAG

Cepo Referencia ol Criteria de FDV03328T FDVD2329T Fhvo2330t FDV02380% FDV02381 % Fovo24215%
método aeeptncion
A/Califurain/7/2009 Ph.Bur. 2,70, | Objstives ) TN 16 18 1 17
(NYMC X-1794) sdiatén setual® | 13 pg/dosis por (17:24) (17-22} {i418) {18:21) (15:20) {15:19)
{(HIND) cada sepa en I
ArTexay/S02012 olapade FP. 9 2 17 8 s 17
(NYMC X-223A) Elllmite inferior de | (16.23) (1723 (14-20) £17-19) (17:20) {1410y
(H3N2) cenfianza
(p = 0,95) del
B/Brisbire/60/2008 contenido estimado | 18 1 17 18 18 19
(linaje Victoria) de antigeng HA no | (16:20) {16-19) (15-18) (16-21) {1620 (18:21)
B/Massachuseits/2/2012 8 menor que 1 12 18 16 16 0
(lingje Yamagatn) 12 pgidosis par (14-18) (1719} (15-22) (1518) {1418 (18213
cada cepa,
* L prieha de contenida de antizeno HA se realiza mediante el método clésico de inmunedifusién radial simple (SRID) para Jas cepas A y pot €l étado de SRID bivalente
para las cepas B.
+ Para los lotes FOV02328, FDV02329 y FDV02330, se realizaron dos anélisis independientes para {a prucba de contenido de antigeno HA en las cepas By s¢ calcuio el

promedio ponderado, segin el método 1.° 5.3 de la Ph. Eur,, edicion actual, como se desctibe er: |a seccion 3.2.P.2.3 Desarroile del proceso de elaboracién. Se realizd un
andlisis en las cepas A para esos mismos lotes.

t Para los lotes FDV02380, FDV02381 y FDV02421, se realizd un andlisis para la prueba de contenido de antigeno HA en las cepas A y en las cepas B.
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3.2 Resultados de los lotes de FP

Los resultados de la prueba de liberacion de los lotes de FP de QIV se resumen en la Tabla 6 y la
Tabla 7.
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Seccion 3.2.
Andlisis

Tabla 6: Resultados de la prueba de liberacidn de los lotes de FP de QIV para la planta

Le Trait
. L Planta de Le Trait
Referencia al Criterio de
Prueba método Reeptacion
$44861 Sdds1t 844581
Esterilidad bacterianay | Ph. Eur, 2.6.1, Sin multiplicacién { Sin Sin Sin
fiingica edicion actual microbiana multiplicacion multiplicacién multiplicacién
microbiana. microbiana. microbiana.
Aspecto Ph. Eur,, 2.9.20, Liquido incoloro y | Liquido Liquido Liquido
edicién actual opalescente inzolotro, “incoloro, incoloro,
opalescente opalescente opalescente
pH Ph. Eur,, 2.2.3, 6,8-7.6 7.3 1.5 7.3
edicién actual _
Volumen extraible Ph, Eur,, 2.9.17, = volumen nominal | Cumple Cumple Cumple
edicién actual
Identificactdn del Bh, Bur. 2,7.1, Identificacién Positiva Positiva Positiva
antigeno HA sdiclon actual® positiva para las
4 cepas
Contenido de sntigeno Objetivo:
HA (ug/dosis) 15 pg/dosis pot
A/California/7/2009 cada cepa 17 20 16
(NYMC X-1794) El limite inferior de | (14 19) (17~23) (13=18)
(HIN1) conflanza
(p=0,95) del - :
AfTexas/50/2012 : : 19 19 18
contenido estimado
(NYMC X-223A) de antigeno HA o (17 -22) (16=23) (13=2D
(H3N2) g5 Menot que
B/Brisbane/60/2008 12 pg/dosis por 18 18 17
(linaje Yictoria) cada cepa. (17-19 (17-19) (1619
B/Massachusetts/2/2012 15 17 16
(linaje Yamagata). (13-17) (16-18) (15-18)
Contenido de Ph. Eur., 2.6.14, < 100 Ul/dosis <(,25 <(,25 <0,25
endotoxinas bacterianas | edicidn actual
Toxicidad anormait Ph. Eur,, 2.6.9, Ausercia de Cumple Cumple Cumple
edicion actual muertes o de sighos
de enfermedad en
los 7 dias
siguientesa la
inoculacién.

por el método de SRID bivalente pata las cepas B.

T Se realizaron dos andlisis independientes para la prucba de contenide de antigeno HA en las cepas B y se
calculd la media ponderada, segiin el método 5.3 de la Ph. Eur., edicidén actual, como se describe en la
seceidn 3.2.P.2.3 Desarrollo del proceso de elaboracién. Se realizé un andlisis con las cepas A.

La prueba de contenido de antigenc HA se realiza mediante el método clasico de SRID para las cepas Ay '

i La prueba de toxicidad anorinal solo se realiza en los primeros diez lotes.
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Seccidn 3.2.P.5.4

Tabla 7: Resultados de la prueba de liberacion de los lotes de FP de QIV para la plan

VDR de Sanofi Pasteur
Sanofi Pastear, planta de VDR
Referencia al Criterio de
Prueba "
método aceptacidn
FDNC2174T | FDNC21731 | FDNC2199T | FDNC2478T
Esterilidad bacteriana | Ph. Eur,, Sin Sin Sin Sin Sin
y fingica 2.6.1, edicién | multiplicacién | multiplicacion | multiplicacién | multiplicacién | multiplicacién
actual microbiana microbiana. microbiana. mictobiana, microbiana.
Aspecto Ph. Eur., Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido
2.9.20, incoloro ¥ incoloro, incoloro, incoloro, incoloro,
edicion actual | opalescente opalescente opalescente opalescente opalescente
pH Ph. Eur,, 6,8-7,6 7.3 7.3 7.3 7.3
2.2.3, edicion
actual
Yolumen extraible Ph. Eur,, > volumen Cumple Cumple Cumple Cumpie
2.9.17, nominal
edicién actual
Identificacién def Ph. Eur. 2.7.1, | Identificacién Positiva Positiva Positiva Positiva
antigeno HA ediclin positiva para
actual® las 4 cepas
Contenido de antigeno Objetivo:
HA {ug/dosis) 15 pg/dosis por
A/California/7/2009 cada cepa. 17 18 17 17
(NYMC X-1794) El limite (14-20) (17:20) (16-19) (15-19)
(H1N1) inferior de
confianza -
AlTexns/50/2012 (p = 0,95) del 17 17 11 18
(NYMC X-2234) contenido {15-20) {1619 (16-19} (16-20)
(H3N2) estimado de ] .
B/Brisbane/60/2008 antigeno HA | 20 20 19 19
(linaje Victoria) no es inferiora | (19-21) (17-22) (18-21) (17-21)
12 pg/dosis por S -
B/Massachusetts/2/2012 cada cepa, 18 16 16 20
{linnje Yamagata), (16-20) (14-18) (13-18) {13-22)
Contenido de Ph. Eur,, < 100 Ul/dosis | <0,25 <0,25 <0,25 0,28
endotoxinas 2.6.14,
bacterianas edicion actual
Toxicidad anormaif Ph. Eur.,, Ausencia de Cumple Cumple Cumpie Cumple
2.6.9, edicién | muertes o de
actual signos de
enfermedad en
los 7 dias
siguientes a la
inoculacion.

por el método de SRID bivaletite para [as cepas B.

La prueba de contenido de antigeno HA se realiza mediante el método clésico de SRID para las cepas A y

t Se realizo un andlisis para la prueba de contenido de antigeno A en las cepas A y las cepas B.
¥ La prueba de toxicidad anormal solo se realiza en los primeros diez lotes.
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4 Conclusion

Todos los resultados al momento de la liberacion y los resultados de contenido de antigeno HA
determinados como IPC para los lotes de PFAG FDV02328, FDV02329, FDV02330, FDV(02380,
FDV02381 y FDV02421 de QIV, se encuentran dentro de los ctiterios de aceptacion definidos.
Todos los resultados de liberacion de los lotes de FP S4456, S4457, 84458, FDNC2174,
FDNC2173, FDNC2199 y FDNC2478 dé QIV estan dentro de los criterios de aceptacién
definidos.
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Sanofi Pasteur Seccidn 3R
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivado) Caracterizacién de imp P

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

1 Impurezas relacionadas con el principio activo

Las posibles impurezas relacionadas con el proceso y los productos presentes en el producto
llenado (FP) que se originan en el proceso de elaboracién del principio activo (DS) se han descrito
ampliamente para el DS en la secci6n 3.2.8.3.2 Impurezas. No existe ninguna otra impureza
debida a los procesos de elaboracién del producto final a granel (PFAG) y del FP.

El contenido residual de las siguientes impurezas, es decir, formaldehido (prueba de liberacion),
ovoalblimina (prueba de liberacién) y octoxinol 9 (prueba de control durante el proceso [IPC]), se
evalué en la etapa de PEAG. Los diferentes resultados obtenidos en los lotes de PFAG se
presentan a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1: Contenido de impurezas relacionadas con el DS en la etapa de PFAG

Némero de lote

Impureza Criterlo de
P aceptacién
FDV02328 | FDV02329 FDV02330 FDVY02380 FDV02381 FDV02421
Formaldehido | 560 ag/ml |37 37 35 36 37 16
Ovoulbimina | S100 1g/ml | 15,0 102 10,6 15,8 14,0 T
=445 ug/ml. | 399 425 387 - 1412 441 414

Octoxinol 9

2 Impurezas relacionadas con el proceso de formulacion

El excipiente afiadido al DS es solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contiene cloruro
de sodio, cloruro de potasio, fosfato disédico dihidrato, dihidrogenofosfato de potasio y agua para
inyectables (WFI). Todos estos componentes son materiales de grado farmacopeico.

El proceso de elaboracién consiste en fa mezcla de los cuatro DS y el excipiente, seguido por la
filtracién, e! llenado aséptico y colocacién de tapones (vea la seccion 3,2.P.3.3 Descripeion del
proceso de elabotacién y controles del proceso), Estos pasos no producen ninguna impureza
adicional en el FP. '

3 Impurezas relacionadas con el cierre del envase

Los estudios que demuestran que las caractetisticas del producto farmacéutico (DP) no se ven
afectadas por las impurezas relacionadas con el cierre del envase se describen en la

seccion 3.2.P.2.4 Sistema de cierre del envase, 3.2.P.8.1 Resumen y conclusiones de estabilidad
y 3.2.P.8.3 Datos de estabilidad.
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Seccion 3.2.P.5.6 Justificacion de las especificaciones
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Sanofi Pasteur s P
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Justificacién de las especificagiones

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

1 Introduccion

En esta seccién se presentan las justificaciones de la especificacion de liberacion de las etapas de
producto farmacéutico (DP) de la vacuna antigripal tetravalente (QIV).

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

¢ Ph. Eur. 0153, edicidn actual, “Vacunas para uso e seres humanos”;
s Ph. Eur. 0158, edicion actual, “Vacuna antigripal (virién fraccionado, inactivada)”;

s ICH Q6B “Specifications: Test Procedures and Acceptance Criteria for
Biotechnological/Biological Products” [especificacionies: procedimientos de ptueba y ctiterios
de aceptacion para productos biotecnoldgicos/bioldgicos] septiembre de 1999,

s Serie de informes técnicos de la OMS (TRS) n.® 927, 2003, anexo 3, “Recommendations for .
the Production and Control of Influepza Vaccines (Inactivated)” [recomendaciones para la
produccién y el control de vacunas antigripales (inactivadas)].

Los métodos utilizados son los requetidos por las reglamentaciones attes mencionadas,

Los criterios de aceptacion se establecieton de conformidad eon las monografias de la Ph. Bur. y
otras reglamentaciones antes mencionadas o baséndose en la experiencia obtenida durante el
desartollo del producto farmaceutico.

2 Producto final a granel

2.1  Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica

La prueba de esterilidad bacteriana y fingica es un requisito de la monografia 0158 de la Ph. Eur.
y de la TRS 927 de la OMS, para el PFAG. El método de filtracién por membrana y el criterio de
aceptacién cumplen con los requisitos de la Ph. Eur. (método 2.6.1 “Esterilidad” de [a Ph. Eur,,
edicion actual).

El criterio de aceptacién es un requisito de seguridad regulatorio.

2.2  Contenido de formaldehido libre

Se utiliza formaldehido para la inactivacién del virus. El monitoreo de su eliminacion lo requiere
tanto la monografia 0158 de la Ph. Eur., edicion actual, como la monografia 0153 de la Ph, Eur,,
edicién actual. Como se indica en la monografia 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, se puede
realizar en la etapa de producto final a gratel (PFAG) o en la etapa de producto Ilenado (FP).

RA_0920748 Informacién confidencial/propietaria .
Pigina2de6 ( \

ROXANA MONT LQRE
DIRECTORA T8 SN TGN
[a]

APODF R
BANDFY BabicUR & A






Sanofi Pasteur Seccion
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Justificacidén de las especifi

Teniendo en cuenta que el PFAG y el FP estin compuestos por la misma matriz, esta prueba se
lleva a cabo en la etapa de PFAG para armonizar la espesificacién con la vacuna antigripal
trivalente estacional (TIV) de Sanofi Pasteur Francia. Esto también permite reducir el nimero de
lotes que hay que analizar porque hay menos lotes de PFAG que de FP.

La evaluacién del contenido de formaldehido se realiza mediante el método colorimétrico interno
de Nash. '

El criterio de aceptacion se basa en el utilizado para el control y la liberacién de la TIV, que es de
<60 pg/mL. El cambio en la composicion de la vacuna de TIV a QIV provocé una ligera
elevacion de la concentracion de formaldehido en el PFAG; no obstante, esta elevacioén no afecta
el limite de 60 pg/mL.

Este criterio de aceptacion es més estricto que el requisito regulatorio ya que el limite superior
recomendado por la monografia 0158 de la Ph. Eur., edicion actual, y por la monografia 0153 de
la Ph. Eur., edicién actual, es de 0,2 g/L.

2.3  Contenido proteico total

Segin la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, la
prueba de contenido proteico total se debe realizar en la etapa de PFAG.

La prueba se realiza por el método de Kjeldahl y estd basada en el método 2.5.9 “Determinacién
de nitrdgeno después de la digestién con 4cido sulfirico” de la Ph. Eur., edicién actual, y en el
método 2.5.33 “Proteinas totales” (método 7, procedimiento A) de la Ph. Eur., edicién actual.

El criterio de aceptacidn para el contenido proteico total cumple con la monografia 0158 de la

Ph. Eur., edicién actual, que es “no mayor que 300 ug por dosis humana de la vacuna”.
Considerando que una dosis de vacuna es igual que 0,50 mL, la concentracién de protefna total en
el PFAG no debe superar los 600 pg/mL.

2.4  Contenido de ovoalbimina

Seglin la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, la
prueba de contenido de ovoalbtimina se debe realizar en la etapa de PFAG.

La prueba se lleva a cabo por ELISA de conformidad con el método 2.7.1 “Métodos
inmunoquimicos” de la Ph, Bur., edicién actual,

El criterio de aceptacion es <100 ng/mL, correspondientes a <50 ng/dosis, y estd basado en los
criterios de aceptacion utilizados para el control y la liberacién de la TIV. Este criterio de
aceptacidn es més estricto que el limite recomendado por la monografia 0158 de la Ph. Eur.,
edicion actual, que requiere no mas de 1 pg por dosis humana en el FP (considerando una dosis de
0,50 mL}.

2.5 Proporcién [contenido proteico total/contenido de antigeno hemaglutinina]

Segtn la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicion actual, y 1a TRS n.° 927 de la OMS, la
propotcion [contenido proteico total/contenido de antigeno hemaglutinina (HA)] se detetmina en
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la etapa de PFAG. Como la prucba de contenido proteico total se lleva a cabo en la etapa de
PFAG, la proporcién [contenido proteico total/contenido de antigeno HA] se determina en esta
ctapa utilizando el resultado de una prueba adicional de contenido de antigeno HA, realizada en el
PFAG como una prueba de control durante el proceso (IPC). Para realizar este calculo, se
conservan fos valores obtenidos con el método cldsico para las cepas A y los valores obtenidos
con el método bivalente pata las cepas B (para ampliar la explicacién, vea la

seccion 3.2.P.5.3 Validacién de los procedimientos analiticos).

El criterio de aceptacion estd basado en el requisito regulatorio de la monografia 0158 de la

Ph. Bur., edicién actual, y de la TRS 927 de la OMS que establecid que el contenido proteico total
“no es superior a seis veces el contenido total de antigeno HA determinada de la forma descrita en
el andlisis”.

3  Producto llenado

3.1  Esterilidad bacteriana y fiingica

La prueba de esterilidad bacteriana y flingica es un requisito de la monografia 0158 de la Ph, Eur,
y de la TRS 927 de la OMS, para el FP. El método de filtracion por membrana y el criterio de
aceptacion cumplen con los requisitos de la Ph. Eur. (método 2.6.1 “Sterility” [esterilidad] de la
Ph. Eur., edicion actual).

El critetio de aceptacion es un requisito de seguridad regulatorio.

3.2  Aspecto

De conformidad con la ICH Q6B (seccion 4.2.1) y la monografia 0158 de la Ph. Eur., edicion
actual, la prueba de aspecto se realiza en la etapa de FP. La finalidad de la prueba es documentar
la uniformidad del producto y proporcionar una declaracién cualitativa que describa el estado
fisico, el color v la claridad del producto, como lo sugiere la ICH Q6B.

La prueba cumple con las especificaciones del método 2.9.20 “Contaminacion por particulas:
particulas visibles” de la Ph. Eur., edicién actual.

El criterio de aceptacién es “Liquido incoloro opalescente” y estd basado en la monografia 0158
de la Ph. Eur. que indica que “La vacuna tiene el aspecto de un liquido ligeramente opalescente” y
et los resultados obtenidos con los lotes de viabilidad,

33 pH

Segun lo establecido en la monografia 0153 de la Ph. Eur,, edicién actual:
s Laprueba de pH se realiza en la etapa de FP.

« El método cumple con las especificaciones del método 2.2.3. “Determinacién
potenciométrica del pH”, de la Ph. Eur., edicion actual.
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La finalidad de esta prueba es documentar la uniformidad y la estabilidad del FP.

El criterio de aceptacion es el mismo que el utilizado para el control y la liberacién de la TIV, el
rango de aceptacion [6,8-7,6] se basa en el pH de la solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

3.4 Volumen extraible

Seglin lo establecido en la monografia 0153 de la Ph. Eur., edicion actual, la prueba de volumen
extraible se realiza en la etapa de FP, de conformidad con el método 2.9.17 “Prueba de volumen
extraible de las preparaciones parenterales” de la Ph. Eur., edicién actual.

El criterio de aceptacioén es “> volumen nominal” y cumple con la recomendacién del método
n.°2.9.17 de la Ph. Eur., que s no menor que el volumen nominal (es decir, 0,50 mL por dosis).
Permite la administracién de un minimo de 0,50 mL de vacuna por jeringa.

3.5 Contenido e identificacién del antigeno HA

Segtin la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, la
prueba de contenido de antigeno HA y la identificacién del antigeno HA mediante
inmunodifusién radial simple (SRID) se realiza en la etapa de FP.

El método de SRID cumple con las especificaciones del método 2.7.1 de la Ph. Eur., edicion
actual, segln los requisitos de la monografia 0158 de la Ph. Eur., edicion actual. Debido a la
reactividad cruzada entre las cepas B, se optimizé el método de SRID para analizar cepas B, y se
basa en un antigeno estandar de referencia bivalente, mientras que para las cepas A se sigue
utilizando l1a referencia clasica (para ampliar la explicacién, vea la seccién 3.2,P.5.3 Validacion de
los procedimientos analiticos).

El critetio de aceptacién para el contenido de ant{geno HA se basa en las monografias
mencionadas anteriormente, es declr, el limite inferior de confianza (p = 0,95) no es menor que el
80 % de la cantidad indicada en la etiqueta para cada cepa (limite inferior: 12 pg/cepa/dosis). El
valor objetivo para QIV es de 15 pg de ant{geno HA/cepa/dosis.

Cabe destacar que el ntimero de analisis independientes para la liberacién esta establecido para
cumplir con los critetios de precision definidos durante la validacién del método de SRID (pata
ampliar la explicacién, vea la seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos).

El criterio de aceptacion para la identificacion es “Identificacion positiva para las 4 cepas”.

3.6 Contenido de endotoxinas bacterianas

Segiin la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur. 0153, edicion actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, la
prucba de contenido de endotoxinas bacterianas se realiza en la etapa de FP.

La prueba de contenido de endotoxinas se realiza mediante el método cromogénico cinético de
lisado de amebocitos de Limulus (LAL), de conformidad con el método 2.6.14 “Prueba cinética
cromogénica” de la Ph. Eur., edicién actual.
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El criterio de aceptacién es “<100 Ul/dosis” y cumple con la monografia 0158 de la
edicion actual, que exige menos de 100 UI por dosis humana.

3.7 Ensayo de toxicidad anormal

Segn la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur,, edicion actual, y la TRS n.° 927 de la OMS, la
prueba de toxicidad anormal debe realizatse en la etapa de FP. El método de prueba cumple con el
método 2.6.9 “Toxicidad anormal” de la Ph. Eur., edicién actual.

El criterio de aceptacion es “Ausencia de muertes o signos de enfermedad en los 7 dfas posteriores
a la inyeccién” y se define de conformidad con el método 2.6.9 de la Ph. Eur., edicién actual.

Como sugiere la monografia n.° 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, y la TRS n.° 927 de la OMS,
la prueba se puede omitir para la liberacién de rutina de lotes una vez que la uniformidad de la
produccién haya quedado bien establecida y cuando se hayan implementado las buenas préacticas
de manufactura (BPM). La prueba de toxicidad anormal se realizd en seis lotes de validacion de
FP elaborados seglin las BPM (vea la seccién 3.2.P.5.4 Anlisis de lotes), Los resultados de la
prueba de toxicidad anormal cumplieron el criterio de aceptacion. '

Basandose en estos resultados y en lo permitido por los documentos regulatorios publicados
(monografia 0158 de la Ph. Eur., edicién actual, TRS n.° 927 de la OMS y guia técnica de la
Direccion Furopea para la Calidad de los Medicamentos (EDQM) sobre la elaboracién de
monografias’), se prevé eliminar la prueba de toxicidad anormal una vez que se haya establecido
definitivamente la uniformidad de la produccién. La uniformidad de la produccién con respecto al
ensayo de toxicidad anormal se establecerd en 10 lotes de BPM elaborados segln el proceso
industrial actual, como sugiere la gufa técnica del EDQM, que establecit que “la prueba de
toxicidad anormal (o una prueba equivalente) se lleva a cabo en un nimero suficiente de lotes
(usualmente 10) durante la fase de produccion inicial”.

Como consecuencia, una vez que se haya establecido la uniformidad de la produccion y sin
cammbios significativos en el proceso de produceidn, ho se tealizard mds la prueba de toxicidad
anormal cott ¢l FP.

U Guia técnica del EDQM para la elaboracién de monografias sobre vacunas y otros medicamentos inmunologicos
para uso humane, edicidn 2008,
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada)

Lista de abreviaturas: Vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Producto final a granel

1.1 Estandar de referencia para el formaldehido

El estandar de referencia utilizado para determinar el contenido de formaldehido libre en el
producto final a granel (PFAG) (vea la seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos) es una
solucién de formaldehido preparada a partir de una solucién madre de formaldehido al 40 % m/v
aproximadamente, suministrada por un proveedor externo.

La solucién madre se conserva a temperatura ambiente, mientras que la solucién preparada
internamente se conserva a +5 °C +£3 °C,

Cuando se utiliza un nuevo lote de estandar de referencia de formaldehido, la referencia se
cualifica de conformidad con los procedimientos internos vigentes,

El estandar de referencia se cualifica mediante una serie de analisis frente a un lote anterior.

Se presenta un ejemplo del certificado de andlisis.

1.2 Estiandar de referencia para la ovoalbumina

El estindar de referencia de ovoalbiimina utilizado para el anélisis de ovoalblmina realizado con
¢l PFAG (vea la seccién 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos) lo suministra un proveedor externo.
Este estandar de referencia de ovoalbimina se suministra liofilizado y la solucidn estindar se
prepara mediante rehidratacion segtn las instrucciones del proveedor,

El estdndar de referencia de ovoalbimina se almacena a +5 °C £ 3 °C cuando est4 liofilizada y a
<.20 ° C una vez rehidratado.

Se presenta un ejemplo del certificado de analisis.

2 Producto llenado

2.1 Estindares de referencia para la hemaglutinina

Los estindares de referencia del antigeno hemaglutinina (HA) utilizados para el andlisis de
antigeno hemaglutinina (HA) por inmunodifusion radial simple (SRID) en la etapa de producto
llenado (FP) constan de un preparado de antigeno de referencia y de un antisuero, seglin se
describe en la seceion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos. Las instrucciones de uso del antigeno y
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del antisuero las proporciona el Centro Colaborador de la OMS que suministra la cepa gripal
correspondiente.

2.1.1 Antigeno

Los antigenos de referencia del antigeno HA para las cepas A (HIN] y H3N2) son soluciones de
referencia especificas de cada cepa, mientras que los antigenos de referencia para las cepas B son
una referencia bivalente compuesta por antigenos de referencia de tipo B/linaje Victoria y de tipo
B/linaje Yamagata, segiin se describe en la seccién 3.2,P.5.2 Procedimientos analiticos..

El antigeno se prepara a partir de cada cepa viral purificada ¢ inactivada. El contenido unitario
exacto o determina el centro colaborador de la OMS que suministra el antigeno. El estdndar de
referencia del antigeno se reconstititye segin las instrucciones de uso suministradas por el
proveedor.

2.1.2 Evaluacion de los estindares de referencia de antigeno HA

La referencia especifica utilizada para las cepas A (HIN1 y H3N2) se cualifica segln se describe
en la seccion 3.2.5.5 Estandares o materiales de referencia (protocolo y resultados de los andlisis).

La referencia bivalente utilizada para las cepas B (linaje Victoria y linaje Yamagata) se cualifica
para cada cambio de lote de reactivos, segiin se describe en la seccién 3.2.5.5 Estandares o
materiales de referencia. El protocolo descrito en la seccion 3.2.8.5 Esténdares o materiales de
referencia se lleva a cabo con el producto farmacéutico (PFAG/FP), El andlisis estadistico de los
resultados se realiza segiin se desctibe en la seccidn 3.2.8.5 Estdndares o materiales de refereticia,
excepto los criterios pata el intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia, que fio
debe superar x/1,2.

2.2 Estandar de referencia para las endotoxinas bacterianas

El estandar de referencia utilizado para el analisis del contenido de endotoxinas bacterianas forma
parte de un kit de pruebas suministrado por un proveedor externo. Sanofi Pasteur puede utilizar
proveedores alternativos que dispongan de una cualificacién satisfactoria.

Esta referencia denominada endotoxina estindar de control (CSE) corresponde al polvo liofilizado
de endotoxinas de £ coli almacenado a =20 °C. La CSE es calibrada por el proveedor contta la
solucion de endotoxina estindar de referencia (RSE; proporcionada por la Direccion Europea de
Calidad del Medicamento [EDQM]), seglin se requiere et el método 2.6.14 de la Ph. Eut., edicion
actual, "Endotoxinas bacterianas”. Sanofi Pasteur confirma la calibracion de la CSE contra la RSE
al momento de la entrega, mediante un procedimiento interno.

Las CSE se proporcionan con un certificado de andlisis en el que se explica la forma en que el
proveedor del kit realiza la compatacién RSE/CSE. Este certificado también proporciona el
volumen para la reconstitucién de la referencia.

Se proporciona un ejemplo del certificado de andlisis para la solucién de CSE.

La CSE se almacena a +5°C £ 3 °C (en forma de polvo). La RSE se almacena a+5°C £ 3 °C
después de su reconstitucion con agua apirogena.
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Seccion 3.2.P.4.3 Validacion de los procedimientos analiticos

Los procedimientos analiticos utilizados para controlar los componentes de la solucién salina
tamponada con fosfato, contenida en la vacuna antigripal tetravalente, son los que se describen en
las monografias de la farmacopea (vea la seccién 3.2.P.4.1 Especificaciones). No se presenta
informacidn de validacidn para lag pruebas realizadas de conformidad con los métodos de la
farmacopea.
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Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Introduccion

En esta secci6n se presenta un resumen detallado de los informes de validacion de los métodos
analfticos utilizados para la liberacién del producto farmacéutico (DP) de 1a vacuna antigripal
tetravalente (QIV) cuando la prueba no se lleva a cabo de conformidad con la Ph. Eur. o cuando la
prueba no esté detallada en la Ph. Eur.

2 Producto final a granel

2.1  Pruebas farmacopeicas detalladas en la Farmacopea Europea

La prueba de esterilidad bacteriana y fingica, realizada por filtracidn a través de membrana de
conformidad con la Ph. Eur, 2.6.1, edicidn actual, “Esterilidad”, se validd de conformidad con los
requisitos de la Ph. Eur, (el informe de validacion esta disponible pero no se incluye).

2.2 Pruebas no descritas o no detalladas en la Farmacopea Europea
22.1  Contenido de formaldehido libre

2.2.1.1 Panorama

E! contenido de formaldehido libre se determina con un andlisis colotimétrico segiin el método de
Nash. Con acetil-acetona y en presencia de un exceso de sales de amoniaco, el formaldehido
produce 3,5-diacetil 1,4 dihidrolutidina, un compuesto amarillo, que se mide por fotometria a

413 nm (pico de absorcidn). La intensidad del color es proporcional a la cantidad de formaldehido
presente en la muestra.

Dado que el método de prueba para la determinacion del contenido de formaldeh{do libre es un
analisis cuantitativo, las caracteristicas estudiadas son la especificidad, la linealidad, la exactitud,
fa precision (precisién intermedia y repetibilidad) y el limite de cuantificacion (LQ).

Los resultados de validacién obtenidos con el producto final a granel (PFAG) se pueden aplicar
también a la etapa de producto llenado (FP), ya que la Unica diferencia entre las etapas de PFAG y
FP es el paso de llenado.

2.2.1.2  Resumen de la validacién

Los resultados de la validacidn se resumen en la Tabla | a continuacién,
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Tabla 1: Resultados de la validacion

Caracteristica Criterio de aceptacidn Resultado
Especificidad La recuperacion porcantual La recuperacion porcentual para los niveles +1 y +2 es
promedio entre 1a concentracion respectivamente igual al!
medida del agregado vy el agregado o Py
tedrico debe hallarse entre el 30 % 103%y 111 %
y el 120 % alos niveles +1 y +2.
Precision El intervalo de confianza del 95 % | Media general:
de la precisidn intermedia debe ser | —
S+ 1,2 M = 1,497; ¢s decir, 31,4 ug/mL en forma aritmética,
La desviacion estandar refativa de la repetibilidad y de la precision
internedia es respectivamente igual al:
15%y2,2%
Intervalo de confianza del 95 % de 1a precision intermmedia para
1 corrida con 1 medicion:
+ 0,022 es decir, x/+ 1,05 en expresion artmética.
Linealidad Plinealidad <{,01 Plineatidse < 90,0001
Pfahada ajuste > 0,05 PFdA < 0:01
(de lo contrario, la curvatura seria | => Pero la curvatura es despreciable
insignificante con respecto a la
regresion). Y = 0,005 + 1,004 x X
Donde X = concentracidn tedrica prevista del formaldehido residual
(log[pg/mL]) ¥ Y = concentracion medida del formaldehido residual
(log(pg/mL]).
R? ={,9998
Rango de linealidad:
[0,4 —~ 82,7] ug/mL
Exactitud La rectiperacion porcentual En fimeitn del nivel de ¢oncentracion, la recuperacion porcentual
protiedio caleulada para los 4 media se sittia entre el 101 % y ¢l 107 %.
niveles de concentracin tedrica
esperada debe hallarse enire el
80 % yel 120 %.
Limite de El intervalo de conflanza del 95 % | El limite de cuantificacion es:
cuantiflcacion de 14 precision intermedia debe ser

<x/+ 1,3

La recuperacion porcentual
promedio en el limite de
cuantificacion debe hallarse entre
el 80 % yel 120 %.

LQ =04 pg/mL

L& recuperacion porcentual promedio en el limite d¢ cuantificacion
gs!

102 %

Intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia para
1 corrida con 1 medicion:

+ (),028 es declt, x/+ 1,07 &n expresion aritmétioa.

El método es especifico, lineal, exacto y preciso, y el LQ de 0,4 ug/mL es exacto y preciso.

El método es valido para cuantificar el formaldehido residual en la QIV en las etapas de PFAG y

FP,
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2.2.1.3 Resultados y andlisis

2.2.1.3.1 Especificidad

El disefio experimental se baso en 3 series independientes realizadas por 3 operadores en
diferentes dias. Cada corrida incluyd el analisis de un rango de 3 concentraciones de formaldehido
residual (2 vacunas con agtegado y 1 vacuna sin agregado).

Los resultados sometidos a anélisis son las concentraciones de formaldehido residual, expresadas
en ug/mL, y se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Especificidad: concentracién medida freate a concentracién tedrica (ng/mL)

Agregado: Formaldehido . .
QIv vesidual Concentracién medida (ug/mL)
Nivel Coneentracidn Volumen Concentracion Volumen . . )
{pg/mL) (mi) (ng/mL) {mL) Serie 1 Serie 2 Serie 3
0 1,000 0,000 31,882 31,101 31,674
+1 31,551 0,975 kip) 0,025 39,920 40,467 40,681
+2 0,875 0,125 80,513 79,047 77,930

Todos los calculos se realizan con logaritmos, dado que los datos siguen una distribucion
logarftmica normal. La concentracién de la vacuna sin agregado es la concentracién promedio de
formaldehido residual de ta vacuna sin agregado (= 31,551 pug/mL: media geométrica de las 3
series).

La especificidad se analiza por el método de agregado y recuperacion, y se estima por la
recuperacion entte el agregado medido y el agregado tedrico calculada con las siguientes
formulas:

(measuredconcemrafon with spike x total volumesolution ) - (cuncentratan of undiluted vaccinex volumecf undiluted vacciue.)
B A

R(in%) e 100

theoteticd concentralon spike % volumeof spike

Los resultados de especificidad se presentan en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: Especificidad: Recuperacién porcentual entre el agregado medido y el agregado
tedrico :

Nivel Recuperacidn porcentual (%)
+1 103 %
+2 111 %

Como se indica anteriormente, la recuperacion porcentual se halla entre el 80 % y el 120 % para
los niveles +1 y +2 y por lo tanto el método es especifico.
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2.2.1.3.2 Precision

an

El disefio experimental fue el siguiente:

¢ Precision (precisién intermedia): se analizaron 3 series en condiciones de precision
intermedia: los analisis se Hevaron a cabo de manera independiente utilizando el mismo
método, en una muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio y los realizaron 3
operadores en 3 dias diferentes.

s Precision (repetibilidad): en cada serie se realizaron 6 andlisis en condiciones que
garantizaban la repetibilidad: los anélisis se llevaron a cabo de manera independiente,
utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio,
con el mismo equipo, pot el mismo operador y en un dfa.

El dato sometido a analisis es la concentracidn de formaldehido residual, expresada en pg/mL, y
los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4: Precisién: concentraciones de formaldehido residual (ng/mL)

Serie 1 Serie 2 Setie 3
31,882 31,101 : 31,674
31,900 30926 30,201
32,107 ' 31,420 31,165
32,025 31,094 30,929
32,064 31,437 30,726
31,857 31,297 ' ' 30,869

Todos los calculos se realizan con logaritmos, dado que los datos siguen una distribucién
logaritmica normal.

La precisién del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de
la Tabla 4:

¢ Lahomogeneidad de las varianzas intragrupales se verifica mediante la prueba de Cochran.

¢ Una vez obtenida la homogeneidad, se calculan los parAmetros de repetibilidad y precision
intermedia.

Los principales resultados de! anélisis estadistico son:
¢ Media general = 1,497, en expresion aritmética: 31,37pg/mL;

¢ Laprueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series no son homogéneas. Por lo
tanto, se mantiene la varianza més alta (el caso més desfavorable) como estimacién de la
varianza de la repetibilidad, es decir, la varianza de la serie 3.

Los resultados obtenidos para la precisidn se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5: Precisién: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Intervalo de confianza del
- Desviacién estindar Desviacidn 95 %
Caracteristica relativa estandar conk=1corridayn=1
medicidn
Caracteristicas de repetibilidad 1,49 % 0,006 /
Caracteristicas de precision intermedia 2,18% 0,009 20,022; eg’decu.', xj"_ 1,05
en expresion aritmética

Puesto que ¢l intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia es menor que x~ 1,2, el
método es preciso,

22133 Linealidad

El disefio experimental se basé en 3 series independientes realizadas por 3 operadores en
diferentes dias. Cada corrida incluyé el andlisis de un rango de 5 concentraciones de formaldehido
residual (2 vacunas diluidas, 1 vacuna sin diluir y 2 vacunas con agregado).

Los resultados sometidos a andlisis son las concentraciones de formaldehido residual, expresadas
en ug/mL, y se presentan a continuacioén ¢n la Tabla 6.

La concentracién promedio de formaldehido residual en la muestra sin diluir es = 31,551 pg/mL
(media geométrica de las 3 series). Por lo tanto, la concentracion tedrica prevista de formaldehido
residual de la muestra se calcula del siguiente modo:

(concentraion of samplex wlumaofsanple)-& (coneentrtionaf spikex voluneof spike)

Theoreticd expected concentraton =
volureof sample + volumeof spike+ volumeof diluent

Donde la concentracidn del agregado = 372 ng/mL (referencia de {a materia prima = 37,2 % [p/p]
diluida a 1/1000).

Por ejemplo:
o alnivel -2; la concentracion tedrica prevista es

(31.551%3.500)+(372x0.0)
3.500+0.0+246.5

o gl nivel +2: la concentracion tedrica prevista es

(31.551x0.875)+ (372x 0.125)
0.875+0.0+0.125

Los diferentes resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6.

= (0,442 pg/mlL

= 74,107 pg/mL
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Tabla 6: Linealidad: concentraciones medidas frente a concentraciones teéricas previstas \S& NGRS

(ng/mL)

Diluyente:
Qv Agr egad:;slz'g::;aldehido 3%;2 r?:ir:s Concentracion Concentracién medida
Nivel invectables tedrica (kg/ml)
Concentracién | Volumen | Concentracidn | Volumen | Volumen F;;/‘;f[ts Serie | Serie | Serie
{pg/mL) (mL) (jg/mL) {mL) (mL) 1 2 3
-2 3,500 0,000 246,5 0,442 0,453 | 0456 | 0,437
-1 1,500 0,000 23,5 1,893 ‘ 1,932 [ 1,902 1;909
0 31,551 1,000 372 0,000 0,0 31,551 31,882 [ 31,101 | 31,674
+1 0,975 0,023 0,0 40,062 39,920 [ 40,467 ! 40,681
+1 0,875 0,125 0,0 74,107 80,513 | 79,047 | 77,930

Nota: Todos log caleulos se realizan son logaritmos, dado que los dztos siguen ua disttibucin logaritmica normal.

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos que se presentan en la Tabia 6:

e Se verifica la homogeneidad de las varianzas limite mediante la prueba de Cochran.

+ Ladependencia entre la concentracion tedrica prevista de formaldehido residual y la
concentracién medida de formaldehido residual, y la linealidad de esta relacion, se prueban
mediante una regresién lineal no ponderada utilizando el método de los minimos cuadrados.
Debe mostrar una pendiente significativa y una desviacion no significativa de la linealidad.

Como resultado,
¢ Laprueba de Cochran muestra que las varianzas de los 5 niveles son homogéneas.

¢ El analisis de varianza permite llegar 2 la conclusion de que la pendiente es significativa y de
que hay un buen ajuste de la tegtesién lineal ya que la curvatura es insignificante con respecto
g la regresion: existe una dependencia lineal entre la concentracidn tedrica (en logaritmos) y la
concentracion medida (en logaritmos).

Los resultados del andlisis estadistico y la ecuacion de la recta de regresion se presentan en la
Tabla 7. El grafico de linealidad se presenta en la Figura 1.

Tabla 7: Linealidad: ecuacion de la recta de regresion

Coeficiente de

determinscidn (RY) Rango de linealidad en pg/mL

gcuacion de la recta de regresion

Y ={0,005%0,010)+( 1,004+ 0,008)xX R2=10,9998 [0,4 - 82,7]

donde: X = concentracion tedrica (log[pg/mL}) ¥ Y = concentracidn medida (log[ug/mL])

Plineaticad< 0,0001 y Prya < 0,01 {pere insignificante seglin Bliss)
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Figura 1: Gréfico de linealidad, concentracidon de formaldehido
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-——  Staight regression line Y = 0.005 + 1.004 X

El método es lineal en el rango de [0,41 — 82,70] ug/mL. Teniendo en cuenta el LQ de
0,45 ng/mL, el método es lineal en el rango de [0,45 — 82,70] pg/mL.

Se cumplen todos los criterios de aceptacidn; por lo tanto, el método es lineal en una escala log-
log. '
2.2.1.3.4 Exactitud

El diseflo experimental se basd en 3 series independientes realizadas por 3 operadores en
diferentes dias. Cada corrida incluyo el analisis de un rango de 5 concentraciones de formaldehido
residual (2 vacunas diluidas, 1 vacuna sin diluir y 2 vacunas con agregado).

Los resultados sometidos a anélisis son las concentraciones de formaldehido residual, expresadas
en ng/mL, que se presentan en la Tabla 6.

Puesto que la concentracidn tedrica en la muestra de rutina (nivel 0, media geométrica de las 3
concentraciones medidas) se utiliza para calcular la concentracién tedrica prevista, este nivel no se
incluye en los calculos de la exactitud. Por lo tanto, la exactitud se estudia en 4 niveles de
concentracion.

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la Tabla 6.

s Se calcula la recuperacion porcentual para cada nivel de concentracion tedrica prevista y para
cada grupo.

¢ Se verifica la homogeneidad de las varianzas intraniveles mediante la prueba de Cochran.
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s Una vez obtenida la homogeneidad, la no significancia de las diferencias entre los niveles de
concentracién tedrica prevista se demuestra mediante un analisis de varianza.

s Cuando se prueba la igualdad de las medias interniveles, se calcula la recuperacién porcentual
media global con los limites de confianza del 95 %.

Los principales resultados del analisis estadstico se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8: Exactitud: Recuperacién porcentual media por concentracion

Cdleulo de recuperaciones (%)
Nivel Nivel de concentracidn teérica (pg/mL} Media (%)
2 0,442 | 102%
-1 1,893 101 %
+1 40,062 101%
+2 74,107 107 %

Como resultado del estudio estadistico:

¢ Laprueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de los titulos tedricos previstos
son homogéneas.

s Elanalisis de varianzas no permite concluir la igualdad de las medias interniveles.

Puesto que la recuperacion porcentual promedio se encuentra entre el 80 % y el 120 %, el método
es exacto.

2.2.1.3.,5 Limite de cuantificacion

Se ha aplicado el disefio siguiente en el nivel -2 para determinar ¢l LQ:

o Serealizaron 3 series en condiciones de precision intermedia: los anélisis se levaron a cabo
de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en
el mismo laboratorio y los realizaron 3 operadores en dias diferentes.

o En cada serie se realizaron 6 andlisis en condiciones que garantizaban la repetibilidad: los
andlisis se llevaron a cabo de manera independiente, utilizando el mismo método, en una
muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, con el mismo equipo, con el mismo
operador y en un solo dia.

El dato sometido a andlisis es la concentracidn de formaldehido residual, expresada en ug/mL,
que se presenta a continuacion en la Tabla 9.
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