Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Tabla 9: LQ: concentraciones de formaldehido residual (ug/mL)

Serie 1 Serie 2 Serie 3
0,453 0,456 0,437
0,447 0,457 0,439
0,451 0,456 0,435
0,431 0,453 0,436
0,451 0,455 0,437
0,449 0,459 0,439

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

La exactitud y la precision del método se han determinado al nivel del LQ. La precision del LQ a
este nivel se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la Tabla 9:

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

¢+ Una vez obtenida la homogeneidad, se calculan los pardmetros de repetibilidad y precisién
intermedia.

Los principales resultados del anélisis estadistico son:
¢ Media general = —0,350; en expresién aritmética: 0,45 ng/mL;

* La prueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series no son homogéneas. Por Io
tanto, se mantiene la varianza més alta (el caso mas desfavorable) como estimacion de la
varianza de la repetibilidad, es decir, la varianza de 1a serie 1.

La exactitud se ha demostrado en la seccién relativa a la exactitud: R = 102 %

Los resultados obtenidos para el LQ se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: LQ: Repetibilidad y precisién intermedia

Carscteristica Desviacién estindar Desviacidn Intervalo de confianza del 95 %
ce relativa estindar con k=1 corrida ¥ n = 1 medicién
Caracteristicas de 1,84 % 0,008 /
repetibilidad '
Caracteristicas de precisién 2,69 % 0,012 £ 0,028; es decir, %/ 1,07 en expresion
intermedia aritmética

Puesto que la recuperacién media se encuentra entre el 80 % y el 120 % y el intervalo de
confianza del 95 % de la precisién intermedia es <x/+ 1,3, el método es exacto y preciso en el
nivel de concentracion de 0,45 pg/mL. Por lo que LQ = 0,45 ug/mL.
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Sanofi Pasteur
Yacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

2214 Conclusion

Todos los criterios de aceptacion de la validacién del método se cumplen:
¢ Elmétodo es especifico,
» Elmétodo es lineal en el rango: [0,4-82,7] ug/mL, en una escala log-log.

¢ Se demuestra la exactitud en el mismo rango, con recuperaciones incluidas entre &l 101 % y el
107 %.

» Elmétodo es preciso: el intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia es x/+ 1,05
para 1 serie con 1 medicion, con una media igual a 31,4 ug/mL.

¢ EILQ definido a la concentracion de LQ = 0,4 pg/mL es:

» Exacto, con una recuperacion porcentual igual a R =102 %.
¢ Preciso, ya que ¢l intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia es x+1,07.

En consecuencia, el método es especifico, lineal, exacto y preciso, y el LQ de 0,4 pg/mL es exacto
¥y preciso,

El método es valido para cuantificar el formaldehido residual en la QIV en las etapes de PFAG y
FP,
222  Contenido proteico total

2.2.241 Panorama
Las proteinas se precipitan con un reactivo sulfovolframico y, a continuacién, se recolecta el
precipitado.

Durante la mineralizacion sulfarica el nitrégeno orgéanico se transforma en sulfato de amonio.
Tras la alcalinjzacion con hidréxido de sodio se recupera amonfaco destilado y después se analiza
con una solucion titulada de 4cido clorhidrico.

Como el método es un andlisis cuantitativo, se validaron las siguientes caracteristicas de
validacion: linealidad, exactitud y precision (precisién intermedia y repetibilidad).

No se evaluo la especificidad durante esta validacidn, ya que Ia prueba de protefnas totales
(determinacién de nitrégeno después de la mineralizacion sulfirica) estd basada en el método n.°
2.5.9 de la Ph, Eur,, edicién actual. Este método es especifico para la determinacién del nitrégeno.

Puesto que el LQ se calcula en cada analisis, no se valid.
2.2.2.2 Resumen de la validacién

S¢ presenta un resumen de los resultados de validacién en la Tabla 11.
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Sanofi Pasteur o7
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacién de los procedimientos analitichs 21

Tabla 11: Contenido proteico total, resumen de Ia validacion

Caracteristica Criterio de aceptacion Resultado
El intervalo de confianza del 95 % de la Coeficiente de variacion:
precision intermedia debe ser menor o igual
que +=30pg/mL. ¢ Repetibilidad: 1,35 %

Precisién

® Precisién intermedia; 1,35 %
Intervaio de confianza del 95 % de 1a precision intermedia

para una serie con una medicion realizada del modo
habitual: £8ug/mL,

Pinalidad <0,01 Plinealidad <0,01
P gesviacion de la linalidad = 0,05 Pasviacion de 1a fincalidad > 0,98
Despugs del ajuste lineal de Y = concentracién medida en
Linealidad funcién de X = concentracion tedrica, se establece la

siguiente ecuacion:
Y=52744+0975-X
Rango de linealidad: [36-753] pg/mL.

La recuperacién porcentual promedio debe La recuperacion porcentual promedio y sus limites de
estar comprendida entre el 90 % y €l 110 %. | confianza del 95 % son los siguientes:

. . & - Parala concentracion proteica tedrica total
Exactitud 56,989 pg/mL: 108 % [102 - 113] %

- Para las concentraciones proteicas tedricas totales
142,472, 427,417, 569,889 v 740,856 pg/mL: 99 % [96 ~
1021 %

El método es especifico, lineal y exacto en el rango de [36-753] ng/mL con recuperaciones
promedio del 108 % para una concentracidn proteica tedrica total de 56,989 pg/mL y del 99 %
para concentraciones proteicas tedricas totales de 142,472; 427,417, 569,889 y 740,856 ug/mL.

La precision del método es aceptable con un intervalo de confianza del 95 % de la precisién
intermedia de £8 pg/mL para 1 corrida en condiciones de rutina.

2.22.3 Resultados y analisis

2.2.2.3.1 Precisién

El disefio experimental fue el siguiente:

¢ Precisidn (precision intermedia): se realizaron 3 grupos independientes de anélisis utilizando
el mismo método, en el mismo laboratorio y los realizaron 3 operadores en dias diferentes.

¢ Precisidn (repetibilidad): dentro de cada uno de los grupos antes citados se realizaron
6 andlisis independientes con el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el
mismo laboratotio, con el mismo equipo, a cargo del mismo operador, en un periodo breve.

Los datos analizados son concentraciones proteicas totales expresadas en pg/mlL.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la precision se presentan en la Tabla 12,

RA_0920745 Informacién confidencial/propietaria
Pdgina 18 de 77

"
ROXAN A M N{ENJLONE
DIRECTORA T‘\&CNICA

APOD E’R\s‘ﬁal\
SANOFI PASTZUR 8. A,






Sanofi Pastenr

Vacuna antigripal tetravalente {virién fraccionado, inactivada)

Tabla 12: Precisién, contenido proteico total medido (ug/mL)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
285 282 284
290 283 283
288 282 284
276 283 287
292 282 291
286 287 284

Segim el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 12.

»  Laprueba de Cochran muestra que las varianzas de los 3 grupos son heterogéneas. Como la
prueba de Cochran se halla en el limite de significancia, la ligera heterocedasticidad es

aceptable.

+  Las caracteristicas de repetibilidad y de precisién intermedia, v el intervalo de confianza del
95 % de la precision intermedia para 1 corrida y 1 medicién que se realizan de la manera
habitual se presentan en la Tabla 13.

¢  Media general: m= 284,944 pg/ml.

Tabla 13: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

intermedia

Coefic.ler}t'e de Desxflacmn Intervalo de confianza del 95%
variacion estindar
Caracteristicas de repetibilidad 1,35 % 3,840 No es aplicable
Caracteristicas de precisién 135 % 3,843 +8,108 pg/mL*

Se recomienda redondear los resultados a [a unidad.
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionade, inactivada)

Seccion 3{2.P{5.3 o
Validacion de los procedimientos an TLidpgeemmeessrn

La precision es satisfactoria.

22232 Linealidad

Para la linealidad (y la exactitud), el disefio experimental se basé en 3 pruebas independientes
realizadas por 3 operadores en 3 dias diferentes. Cada prueba incluia un rango de seis niveles de

dilucién.

Los datos analizados son concentraciones protejcas totales expresadas en pg/mL.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la linealidad se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14: Linealidad, concentraciones proteicas totales medidas

Concentracién medida (ug/mL)

Ned | Consnraon
Grupa 1 Grupo 2 Grupo 3

1 56,989 64 60 60

2 142,472 148 146 137
3 {muestra pura) 284,944 286 287 273
4 427417 432 429 413
5 569,889 566 568 545
6 740,856 734 737 713

Seglin el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 14.
¢+ La prueba de Cochran revela que las varianzas de los 6 niveles son homogéneas.

¢ Ladependencia entre la concentracion proteica total teérica y la concentracién proteica total
medida, asi como la linealidad de esta relacion, se verifican mediante una regresion lineal no
ponderada utilizando el método de los minimos cuadrados. Se observa una pendiente
significativa al nivel del 1 % y una desviacion no significativa de la linealidad al nivel del
5 %.

* Laecuacién de la recta de regresién se presenta en la Tabla 15:

¢ El gréfico de linealidad se presenta en la Figura 2.

Tabla 15: Linealidad: ecuacién de la recta de regresion

ecugeién de la recta de regresidn Coeficiente de correlacion lineal Rango de linealidad en pg/ml.

Y = (5,274 % 7,709) + (0,975 £ 0,018) -
X

R =0,9994 con 16 grados de libertad [35,893 = 752,800]

Donde:
X = concentracidn proteica total teérica expresada en pg/mlL,

Y = concentracién proteica total medida expresada en pg/mlL.
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Figura 2: Grifico de linealidad, concentracién proteica
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La linealidad es satisfactoria,

La exactitud se evallia a partir de los resultados obtenidos del estudio de linealidad presentado en
la Tabla 14; fos resultados de la muestra pura no se incluyen en esta evaluacion,

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

¢ La recuperacion porcentual se calcula para cada nivel de concentracion tedrica del contenido
proteico total y para cada grupo.

La recuperacién porcentual se presenta en [a Tabla 16.
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Tabla 16: Exactitud, recuperaciones calculadas entre las concentraciones proteicas totales
medidas y las concentraciones proteicas tedricas

Nivel Concentracién Recuperacidn poreentual (%) Recuperacion promedio
teérica (ug/mL) (%)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1 56,989 112,30 105,28 105,28 167,623
2 142,472 103,88 102,48 96,16 100,838
3 427,417 101,07 100,37 96,63 99,357
4 569,889 99,32 99,67 95,63 98,265
5 740,856 99,07 99,48 96,24 98,206

El analisis estadistico se realiza en 5 niveles de concentracién proteica total, ya que no se 1nc1uyen
los resultados de la muestra pura,

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

¢+  Como el andlisis de varianzas no permite llegar a una conclusidn acerca de la equivalencia de
las medias de los niveles, se lleva a cabo una prueba de Student-Newmann-Keuls:

Esta prueba demuestra que la recuperacion para la concentracion proteica tedrica total del
nivel de dilucién n.° 1 es significativamente diferente de las recuperaciones para la
concentracion teérica de los niveles de dilucién n.° 2, 3, 4 y § (vea la Tabla 16). Las
recuperaciones promedio se calculan entonces por un lado para la concentracién proteica
tedrica total del nivel de dilucion 1.° 1 y por el otro lado para la concentracion teérica de los
niveles de dilucién n.° 2, 3, 4 y 5. Las recuperaciones promedio y sus limites de confianza se
presentan en la Tabla 17,

Tabla 17: Resultados de exactitud

Concentracidn tedrica Recuperacién promedio Limites de confianza del 95 %
(ng/mL)
56,989 108 % [102-113]%
142,472 99 % {96~ 102] %
427,417 '
569,889
740,856

La exactitud es satisfactoria.
2224 Conclusién

El método es valido para cuantificar las proteinas totales en QIV et las etapas de PFAG y EP.
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Sanofi Pasteur Seccion
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Validacién de los procedimientos a

2.2.3  Contenido de ovoalbiimina
2231 Panorama

Dado que el método es un analisis cuantitativo de una impureza, los pardmetros estudiados fueron
la linealidad, la exactitud, la precision (precision intermedia y repetibilidad), el LQ y la
especificidad.

2.2.32 Resumen de la validacidn

En la Tabla 18 se presenta un resumen de la validacién.

Tabla 18: Contenido de ovoalblimina, resumen de validacién

Caracteristicn Criterfo de aceptacion Resultads
En ¢l lote sin ovoalbimina: 1a especificidad as Los resultados obtenidos son inferiores al LQ,
satisfactoria cuando {os titulos obtenidos son
i inferiores al limite de cusntificacion.
Especificidad B o ! ] i Ny o
En el lote cont agregado, la recuperacidn porcentual | Recuperacion porcentual promedic: 101 %,
promedio debe estar comprendida entre el 80 % y &
120 %.
El intervalo de confianza del 95 % de la presision Intervalo de confianza del 95 % de la preclsmn
o ititermedia debe ser menor o igual que % 1,50, Intermedia para una corrida con 1 medicion realizada
Precision del modo habitual:
%1 1,41 en expresion aritética,
Plingsidad <0,01 Plinealidad <0,01
Psewviacion de Ia ineatidod 20,03 Panvincicn de la lineatidad =024
Despuds del gjuste lineal de Y = log concentracion
Linealidad medida en fitncidn de X = log concentracidn tedrica, se
ca obsetva la siguiente ecuacion:
Y =0,055+0,964 - X
Rango de linealidad: [1,501-206,486] redondeado a [2-
208] eg/mal..
La recuperacién. porcentual promedio debe estar La recuperacion porcentual promedio y sus limites de
Exactitud comprendida entre el 80% y ol 120%. confianza del 95 % son los siguientes:
101% [97 % - 105 %].
A una conceniracién proxima al Hmite de Intervalo de confianza del 95 % de la precisién
cuantificacion: intermedia para una serie con una medicion realizada
: 2 X,
Limite de El intervalo de confianza del 95 % de 1a precision del modo habitual: *: 1,33
cuantificacién | intermedia debe ser menor o igual que *: 1,50. Recuperacion porcentual promedio: 110 %
La recuperacion porcentual promedio debe estar
comprendida enire el 80% y el 120%.
En el lote sin ovoalbimina: la especificidad es Los resultados obtenidos son inferiores al LQ.
satisfactoria cuatdo los titulos obtenidos son
e inferiores al limite de cuantificacion.
Especificidad . . .
En el lote con agregado, la recuperacion porcentual | Recuperacién porcentual promedio: 101 %.
protedio debe estar comprendida entre el 80 % y el
120 %,
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Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccivnads, innctivada)

El método es especifico, lineal y exacto en el rango de [2 - 206] ng/mL con una recuperacio
promedio del 101 %.

La precisién del método es aceptable con un IC del 95 % de la precisién intermedia de % 1,41 para
I corrida en condiciones de rutina. ‘

EILQ es igual af limite més bajo de la curva estandar; es decir, 1,25 ng/mkL.

2.23.3 Resultados y andlisis

2.2.3.3.1 Especificidad

La evaluacion de la especificidad se basa en:

*  Los resultados de linealidad obtenidos para las muestras con agregado presentados en la
Tabla 24.

* Los resultados de una muestra de vacuna comercial sin ovoalbimina analizada por
3 operadores de forma independiente. Estos resultados se presentan en la Tabla 21.

Resultados de las muestras con agregado:
La recuperacion porcentual se presenta en la Tabla 19.

Tabla 19: Especificidad: recuperacién porcentual promedio calculada entre la ovoalbfimina
agregada medida y la ovoalbimina agregada te6rica

Concentracton teérica Recuperacién poreentual (%)
(ng/mL) —
Grupo § Grupo 2 Grupo 3
54,46 107,76 60,11 86,50
104,46 96,40 92,29 96,66
124,46 110,91 87,37 91,59
174,46 94,92 73,67 83,38

El andlisis estadfstico se realiza en 4 niveles de concentracion de ovoalbtimina:
* La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los 4 niveles son homogéneas.
¢ Elandlisis de varianzas permite concluir que las medias interniveles son iguales,

*+ Larecuperacidn promedio y sus limites de confianza se presentan en la Tabla 20.

Tabla 20: Especificidad, resultados de las muestras con agregado

Recuperacién promedic © Limites de confianza del 95 %
101 % [95—107) %
RA_0920745 Informacién confidencial/propietaria
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Seccio
Validacion de los procedimientos

Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Muestra de vacuna sin ovoalbtiimina

Las densidades opticas medidas en la muestra de la vacuna comercializada sin ovoalbimina se
presentan en la Tabla 21.

Tabla 21: Densidad éptica (DO) medida en la muestra sin ovoalbiimina

Grupo 1
0,053 0,056 0,084 0,064

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Por ende, el método es especifico.
2.2.3.3.2  Precision

Para la precision, el disefio experimental fue el siguiente:

* Precision (precision intermedia): se realizaron 3 grupos independientes de andlisis utilizando
el mismo método, en €l mismo laboratorio y los realizaron 4 operadores en dias diferentes.

¢ Precision (repetibilidad): dentro de cada uno de los grupos antes citados se realizaron
6 analisis independientes con ¢l mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el
mismo laboratorio, con el mismo equipo, a cargo del mismo operador, en un periodo breve.

Los datos analizados son concentraciones de ovoalblimina expresadas en ng/mL.

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la precision se presentan en la Tabla 22.

Tabla 22: Precisién, concentraciones medidas de ovoalbiimina en la vacuna pura (ng/mkL)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
253 33,9 27.8 27,8
239 31,7 252 252
23,6 353 25,6 25,6
23,9 32,9 22,4 224
23,4 34,3 25,1 25,1
21,1 278 22,7 22,7

Segn el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 22:
¢ la prueba de Cochran muestra que las varianzas de los 4 grupos son homogéneas.

¢ Las caracteristicas de repetibilidad y de precision intermedia, y el intervalo de confianza del
95 % de la precision intermedia para 1 corrida y 1 medicién que se realizan de la manera
habitual se presentan en la Tabla 23.

s Media general: m=27,17 ng/mL,

Informacién conﬂdeﬁcia]/prupietaria
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Sanofi Pastenr
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada) Validacién de los procedimientosfanaliticos

Tabla 23: Caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia

Varianza Desw::acmn Intervalo de confianza del 95%
estindar
Caracteristicas de repetibilidad 0,001144 0,034 Ne se aplica
Caracteristicas de precisién %/1,41 en expresion aritmética (parak =1
intermedia 0,005106 . |90 comrida y n = 1 medicion)

La precision es aceptable.
2.23.3.3 Linealidad

Para ia linealidad y la exactitud, ¢l disefio experimental se baso6 en 3 corridas independientes,
realizadas por 3 operadores en 3 dias diferentes. Cada corrida inclufa un rango de 9 niveles de
dilucién (4 vacunas diluidas, 1 vacuna pura y 4 vacunas con agregado).

Los datos analizados son concentraciones de ovoalbiimina expresadas en ng/mL.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la linealidad se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24; Linealidad, concentraciones medidas de ovoalbtimina (ng/mL)

Nivel Concentracion Concentraciones medidas (ng/mi)
tedrica (ng/mL)* -
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1 1,70 1.8 1,9 2,0
2 3,40 3.5 35 3,9
3 6,79 71 7.3 7.4
4 13,59 13,6 12,9 13,2
5 (muestra pura) 27,17 29,0 28,9 30,9
6 (muestra con 54,46 38,4 45,3 54,5
agregado) 104,46 103,5 100,3 105,6
7 (muestra con 124,46 136,9 13,9 120,0
agregado)
174,46 168,8 1374 153,7
8 (muestra con
agregade)
9 (muestra con
agregado)

Las concentraciones tedricas de ovoalbiimina se caleulan a partir de la media de los andlisis de precision
realizados con el mismo lote (M = 27,17 ng/mlL):

Nivel 1: (0,1 * 27,17} /(0,1 -+ 1,5 -+ 0) = 1,70 ng/mL

Nivel 2: (0,2 * 27,17) /(0,2 + +1,4 + 0) = 3,40 ng/mL

Nivel 3: (0,4 * 27,17) / (0,4 + +1,2++ 0) = 6,79 ng/mL

Nivel 4: (0,8 * 27,17) / (0,8 + +0,8 + 0) = 13,59 ng/mL

Nivel 5: 27,17 (media de los andlisis de precision)

Nivel 6: (0,9 * 27,17+ 0,1 ¥ 300)/ (0,9 + 0+ 0,1) = 54,46 np/mL
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Nivel 7: (0,9 * 27,17 + 0,1 * 800) / (0,9 + 0 + 0,1} = 104,46 ng/ml,
Nivel 8: (0,9 * 27,17+ 0,1 * 1000) / (0,9 + 0+ 0,1) = 124,46 ng/mL.
Nivel 9: (0,9 *27,17+ 0,1 * 1500) / (0,9 + 0 + 0,1) = 174,46 ng/mL

Segln el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 24:
s Laprueba de Cochran revela que las varianzas de los 9 niveles son homogéneas.

¢ La dependencia entre la concentracién teérica de ovoalbiimina y la concentracién medida de
ovoalbimina, asi como la linealidad de esta relacion, se verifican mediante una regresion
lineal no ponderada utilizando el método de los minimos cuadrados. Se observa una pendiente
significativa al nivel del 1 % y una desviacién no significativa de la linealidad al nivei del
5 %.

* Luego se calcula el [imite inferior y superior del rango de linealidad de la siguiente manera:

Limite inferior= ¥, . ) = 3\/:5‘—2

(min
;s [y 2
Limite superior = Y., + 3v/s

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

La ecuacion de la recta de regresién se presenta en la Tabla 25.

El grafico de linealidad se presenta en la Figura 3.

Tabla 25: Linealidad: ecuacién de la recta de regresién

ecuacibn de la recta de regresién Coeficiente de correlacion lineal Rango de linealidad en ng/mL
Y ={0,055 % 0,029) + (0,964 £ 0,019) - | 0,9988 con 25 grados de libertad (1,501 ~ 206,486]
X
Donde:

X = concentracion tedrica de ovoalbtimina expresada en log (ng/mL).

Y = concentracion medida de ovoalbiimina expresada en log (ng/mlL).
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Seccién

Figura 3: Grafico de linealidad, concentracién de ovoalbiimina
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La linealidad es aceptable,
22334 Exactitud

La exactitud se evaliia a partir de los resultados obtenidos de! estudio de linealidad presentado en
la Tabla 24; los resultados de la muestra pura no se incluyen en esta evaluacion.

Los porcentajes de recuperacion calculados entre las concentraciones medidas de ovoalbumina y
las concentraciones tedricas de ovoalbiimina se presentan en la Tabla 26.

Tabla 26: Exactitud, porcentajes de recuperacién

Concentracién tebrica Recuperacién porcentual (%)
(ng/mL) Grupe 1 Grupo 2 Grupo 3

1,70 105,99 111,87 117,76
3,40 103,04 103,04 114,82
6,79 104,51 107,46 108,93
13,59 100,1¢ 94,95 97,15
54,46 107,24 83,19 100,08
104,46 99,08 96,02 101,10
124,46 110,00 91,52 946,42
174,46 96,76 78,76 88,10
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El anélisis estadistico se realiza en 8 niveles de concentracién de ovoalbimina, ya que no s
incluyen los resultados obtenidos para la muestra pura.

¢ Laptueba de Cochran muestra que las varianzas de los 8 niveles son homogéneas.

¢ Como el analisis de varianza no permite llegar a una conclusién acerca de la equivalencia de
las medias interniveles, se lleva a cabo una prueba de Student-Newmann-Keuls:

Este test demuestra que la recuperacién para la concentracién tedrica de ovoalbiimina del
nivel de dilucién n.° 1 (111,874 %) es significativamente diferente de la recuperacién para la
concentracién tedrica del nivel de dilucidn n.° 9 (87,873 %). No obstante, estas
recuperaciones no son significativamente diferentes de las recuperaciones de los demds
niveles de dilucién. Como la prueba se halla en el limite de significancia y las recuperaciones
a niveles de dilucién extremos (niveles de dilucién n.° 1 y n.° 9) cumplen el criterio de
aceptacion, se calcula la recuperacién promedio para todos los niveles de dilucién.

e Larecuperacion promedio y sus limites de confianza se presentan en la Tabla 27.

Tabla 27: Resultados de exactitud

Recuperacién promedio Limites de confianza del 95 %

101 % [97~105} %

La exactitud es aceptable.
2.2.3.3.5 Limite de cuantificacién

Determinacion del LQ
Los datos analizados son las DO medidas en la muestra testigo (18 corridas).
Los resultados obtenidos en la evaluacién del LQ se presentan en la Tabla 28,
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Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada)

Tabla 28: DO de la muestra testigo

Corrida DO de [a muestra testigo
1 0,047
2 0,055
3 0,068
4 0,055
5 0,059
6 0,055
7 0,056
8 0,051
9 0,050
10 0,053
1 0,055
12 0,060
13 0,054
14 0,071
15 0,057
16 0,098
17 ) 0,060
18 0,055

El limite inferior de cuantificacion (LLOQ) expresado en concentracién es LQ; = 0,66 ng/mL.

El limite inferior de la curva estandar es 1,25 ng/mL y corresponde a la menor cotcentracion que
se puede medir en la vacuna,

E1LLOQ calculado a 0,66 ng/mL es menor que el limite mas bajo de la curva estandar; por
consiguiente, el LQ se establecerd en 1,25ng/mL.

Verificacion de la exactitud y la precision del LQ
El diseflo experimental fue el siguiente:

¢ Cuatro operadores realizan seis andlisis independientes en ¢l mismo laboratorio en dias
diferentes, a una concentracién préxima al LQ.

* Cada andlisis se llevd a cabo de forma independiente (preparado independiente de la muestra y
de la referencia).

Los resultados se presentan en la Tabla 29.
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Tabla 29: LQ, recuperacion porcentual calculada entre la dilucién medida y la dilucidn
tedrica

Concentracién Resultad di
medida de esultados promeciio - . Recuperacion
PN . para la precision por Dilucién medida *
ovoalblimina préximsa porcentual
al LQ (ng/mL) operador (ng/mL})
Ogperador 1 1,4 23,50 0,059 95,32
1,8 0,0766 122,56
Operador 2 1,9 32,55 0,0584 93,39
Operador 3 1,8 24,73 0,0728 116,44
1,9 04,0768 122,91
Qperador 4 20 28,82 0,0694 111,05
1,9 0,0659 145,49

Las recuperaciones se calculan a partir de las diluciones teéricas y medidas. La dilucién tedtica
corresponde a la proporcion entre la concentracién proxima al LQ (nivel de dilucién 1) y la concentracién
proxima a la de ruiina {media general obtenida para la precisién): 1,698/27,173 = 0,0625.

¢ Precision del LQ:

La precision del LQ se evalla a partir de 1os datos de los andiisis presentados en la Tabla 29. Los
tesultados se presentan en la Tabla 30.

Tabla 30: Precision del LQ

Varianza Intervalo de confianza del 95 %

0,002609 con 6 grados de libertad (df) %/ 1,33*

* I} eriterio de aceptacitn para la precision es el IC del 95 % de la precisidén intermedia es <% 1,20, Este

ctiterio de aceptacion no se verifica. No obstante, el criterio de aceptacion establecido para la valldacién anterior del
contenldo de ovoalbimina reallzada cott PFAG de vacunes entiptipates de Sanofi Pasteur es: ¢l IC del 95 % de la
precisidn intermeadia es £*: 1,50, El resultado obtenido para fa precisidn se considera aceptable ya que:

~ El eriterio de aceptacin pata el contenido de ovoalblimina det PFAG sigue siendo el mismo (€160 ng/ml),

-Los resultados obtenidos para el contenido de ovoalbiimina del PFAG de 1a vacuna antigripal tetravalente v del
PFAG de otras vacunas antigripales son semejantes (entre 25 y 30 ng/mL).

La precision del LQ es aceptable.
«  Exactitud del LQ

Para la evaluacion de la exactitud se calcula la recuperacion porcentual. Los resultados se
presentan ent la Tabla 29. La recuperacion promedio a la concentracion més proxima al LQ es del:
110 %.

La exactitud del LQ es aceptable.

RA_0920745 Informacién confidencial/propietaria
Pigina 31 de 77

PN

HOXAMARONTEMILONE
DIRECTORNY PEaNIGa
AR DR

BaA
SANOFI PasIMR S, A






Sanofi Pasteur : Seccion 3.
Yacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Yalidacién de los procedimientos a

2.2.3.4 Conclusion

El método es vélido para cuantificar el contenido de ovoalbimina por el método de ELISA en
QIV en 1a etapa de PFAG.

2.2.4  Proporcion [contenido proteico total/contenido de antigeno hemaglutinina]

La proporcidn [contenido proteico total/contenido de antigeno hemaglutinina (HA)] se obtiene
mediante el cdleulo entre el contenido proteivo total, cuya validacién se describe mas arriba, y el
contenido de antigeno HA, cuya validacion se describe a continuacion.

Por Jo tanto no se proporciona informacién de validacion para esta proporeion.

3  Producto llenado

3.1  Pruebas farmacopeicas detaliadas en la Farnﬁacopea Europea

Las pruebas que se presentan a continuacién se validaron de conformidad con los requetimientos
de la Ph. Eur. (Los informes de validacién estan disponibles pero no se incluyen):

¢ Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica, realizada por filtracién a través de membrana de
conformidad con la Ph. Eur, 2.6.1, edicién actual, “Esterilidad?.

* Prueba de pH, realizada conforme a la Ph. Bur. 2.2.3, edicién actual, “Determinacion
potenciométrica del pH”. :

¢ Contenido de endotoxinas bacterianas, llevada a cabo con el método de colorimetria cindtica
con lisado de amebocitos de Limulus (LAL), de conformidad con la Ph. Eur. 2.6.14, edicién
actual “Endotoxinas bacterianas”, ‘

Las pruebas que se presentan a continuacidn, que se llevan a cabo de conformidad con los
requerimientos de la Ph. Eur., no se validaron:

¢+ Laprueba de volumen extraible se Ileva a cabo de conformidad con la Ph. Eur. 2.9.17, edicion
actual, “Prueba de volumen extraible de las preparaciones parenterales”, y por lo tanto no se
validd,

¢ Prueba de aspecto después de la disolucion, llevada a cabo conforme a la Ph. Bur. 2.9.20,
edicion actual, “Contaminacidn por particulas: partfeulas visibles”, no se validd, ya que el
método consiste (inicamente en una observacién del producto analizado.

3.2 Pruebas no descritas o no detalladas en la Farmacopea Europea

3.2.1  Introduccion

El contenido de antigeno HA en el DP se determina mediante inmunodifusién radial simple
(SRID) con base en los antisuercs especificos para las cepas y los antigenos de referencia.
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Debido a la reactividad cruzada de las cepas B, el método de SRID utilizado para controlar
cepas B en lotes de DP se realiza con un antigeno de referencia bivalente estandar, mientras que
las cepas A se controlan mediante el método clésico de SRID. '

Cabe sefialar que, en el futuro, la validacion del método de SRID se llevara a cabo segln los
requisitos de la [CH (método clésico para las cepas A y método bivalente para las cepas B) en
cada cambio de cepa (o cepa reordenante) y/o lotes de reactivos.

En el futuro, para cada nueva combinacién de B (incluidos los nuevos lotes de reactivos), los
‘andlisis preliminares de exactitud se realizardn con el método de SRID bivalente para detectar
posibles niveles altos de reactividad cruzada entre los 2 reactivos de la cepa B, que podrian afectar
el anélisis de exactitud. Estos andlisis se realizardn antes de la validacién del método de SRID
bivalente.

3.2.2  Contenido e identificacién del antigeno HA

La prueba para la cuantificacion del antigeno HA por SRID se ha validado en la etapa de DP,
segln fas gufas de la ICH.

3.2.2.1 Panorama

La validacidn de ]a cuantificacion dellantigeno HA por SRID se lleva a cabo en el lote $4456 para
las cepas y las referencias siguientes:

* A/California/7/2009 NYMC X-179A) (HIN1) (antigeno NIBSC 13/164,
antisuero NIBSC 14/134);

s A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2) (antigeno NIBSC 13/116,
antisuers NIBSC 13/178);

¢ B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria) (antigeno TGA 2014/1018, antisuero TGA AS397-1)

* B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata) (antigeno NIBSC 13/134,
antisuero NIBSC 13/182),

El método y el tratamiento de la muestra son idénticos y la matriz de la muestra es idéntica en las
diferentes etapas, por lo que la validacién también se aplica a las etapas de PFAG y FP,
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3.2.2.2

Resumen de la validacién

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

Los resultados de la validacion, asf como los criterios de acepta

la Tabla 31.

Tabla 31: Resumen de los resultados de la validacién, método de SRID

cién, se resumen a continuacidn en

Caracteristicaj  Criterio de aceptacidn Resultado
Especificidad| Para ¢l control negativono | Para el control negativo no se observa ningiin anilio de precipitacion para las 4
se debe observar ningin cepas.
anillo de precipitacién.
No hay presencia de anfllos | No hay anillos dobles para tas 4 cepas.
dobles. .
La intensidad del anillo es | La intensidad del anillo es similar &l anillo de reférencia para las 4 cepas.
cofx_nparalble con la | Para cada antisuero, hay ausencia de anillos o aniilos significativamente diferentes
referencia evaluada en la para las otras cepas.
misma piaca. .
Precisién El intervalo de confianza de [E] intervato de confianza del 95 % de la precisitn intermedia para 1 corrida v3
la precision intermedia debecorridas con 1 medicidn (redondeos recomendados al décimo) son;
ser intervalo de confianza | Intervalo de conflanza
X , del 95 % para k=1 del 95 % para k=3
< 1,2 parak =1 corrida corridayn =1 corridasyn=1
con b = 1 medicidén medicién (para medicién (para
liberacién) informacién: estudios
de estabilidad)
Cepa A/HIN1 +0,041 que equivale a | 20,024 que equivale a
X X
‘1,10 en forma 1,06 en forma
aritmética aritmética
Cepa A/H3NZ £0,052 que equivale a | £0,030 que equivale a
X X
1,13 en forma 1,07 en forma
atitmética aritmeética
Bllinaje Victoria £0,047 que equivalea | £0,027 que equivale a
(referencia bivalente) % X
1,11 en forma 1,06 en forma
aritmética aritmética
B/linaje Yamagata £0,055 que equivale-a | £(,032 que equivale a
(referencia bivalente) % x
1,14 en forma 1,08 en forma
aritmética aritmética
Se recomienda redondear el resultado final al décimo, sin embargo, como la
specificacion se redondea a la unidad, los resultados se redondearan a la unidad
ara que coincida con la especificacion,
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Caracteristica

Criterio de aceptacion

Resultado

Linealidad

Plincalided <0,01
Puicsvincion de ta lineatidad 2 0,03

(0 aceptado con los criterios
de Bliss)

Después de urt ajuste lineal de Y = concentracién medida (/0,5 mL) en funcidon
de X = concentracion teorica {ng/0,3 mL), en escala log-log, se observa la
siguiente relacion: ‘

Cepa A/HINI:
Pinealicad <0,0001

Pdesviacién de la lineatidad = 0:38
Y =40,020+ 1,029 - X
Rango de linealidad: [9,58-25,72] ng/0,5 mL

Cepa A/H3IN2:
Piineatidad < 0,0001

Plusyiseion da la tnealidad = 0,87
Y=0,177+0,904 - X

L. 1LHE

Prinealicad <0,0001

Paesviscion de Ie iinestidad = 0,62
Y=0,127+0936 - X

Range de linealidad; 8,74-24,57] ng/0,5 mL
Referencia bivalente de la cepa B/Massachusetts:

Plisealicad <0,0001

Posvincion do fa linsalldnd = 0,93
Y=0094+0926X
Rango de linealidad: [9,55-22,97) ng/0,5 mL

Exactitud

La recuperacion porcentual
promedic caleulada para los
nhiveles tedricos de
conicentracidn debe hallarse
entre el 80 % y ef 120 %.

La recuperacion porcentual promedio y sus limites de confianza del 95 % son los
siguientes:

Cepg LA/HINT 103,3 % [101,4 %-105,2 %)
Cepa AZH3ND2: 1172% [114,]1 %-120,3 %)
Referencia bivalente de la cepa B/Brishane:
113,3% [110,4 %-116,2 %]

Referencia bivalente de la cepa B/Massachusetts:
1022 % [97.6 %-~106,8 %4)

3.2.2.3 Resultados y analisis

3.2.2.3.1 Especificidad

Para cada cepa, el disefio experimental se baso en un anélisis, realizado con cada antisuero de
referencia 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 el DS con el
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionade, inactivada)

antigeno de referencia de las otras tres cepas mds las referencias bivalentes correspondientes
las cepas B, asf como solucion salina tamponada con fosfato (PBS) como control negativo,

Los resultados de las pruebas se presentan en la Tabla 32.

Los resultados son: ' '

s Para ¢l control negativo, no se observa ningtn anillo de precipitacién para las 4 cepas,
s  Ausencia de anillos dobles.

¢ La intensidad del anillo es similar a los anillos de referencia.

¢+ Para cada antisuero, hay ausencia de anillos o aniilos significativamente diferentes para las
otras cepas.

La especificidad es satisfactoria.
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