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caracterizacion y pruebas

Los resultados de los cuatro lotes cumplen con los criterios de aceptacion

5.3 Procedimientos analiticos

Los procedimientos utilizados para controlar el WSL se resumen en los siguientes parrafos. La
prueba de identificacién del antigeno HA se utiliza para controlar el MSL y el WSL.

. 8.3.1 Identificacion del antigeno HA

El método utilizado para identificar el antigeno HA se describe en la
seccion 3.2.8.4.2. Procedimientos analiticos.

53.2 Identificacion del antigeno NA

El método utilizado para identificar el antigeno NA se describe en la
seccion 3.2.8.4.2. Procedimientos analfticos.

5.3.3 Titulo infeccioso en huevos

§.3.3.1 Referencia
Meétodo interno.
5.3.3.2 Principio del titulo infeccioso en huevos

Cuantificacion del namero de particulas infecciosas presentes en el producto por analizar. El titulo
infeccioso corresponde a la inversa de la dilucién del producto analizado que provoca un
desarrollo viral en el 50 % de los huevos embrionados.

El desarrollo viral se detecta mediante una prueba de hemaglutinacién entre una suspension de
eritrocitos de gallina y liquido alantoideo de huevos embrionados inoculados.

53.3.3 Equipo
Equipo habitual de laboratorio de virologia.
53.3.4 Lista de reactives

¢ Huevos embrionados (10-11 dias)
¢ Medio de dilucion: solucion fisioldgica con antibioticos

¢ Eritrocitos de gallina
5.3.3.5 Procedimiento operativo

Una vez homogeneizadas las muestras por analizar se diluyen 10 veces con medio de dilucién,
cada dilucidn se inocula en la cavidad alantoidea de huevos embrionados (10 u 11 dias de
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embriogénesis, 0,2 mL de dilucién por huevo, 10 huevos por dilucion). También se realiz
controles negativos y positivos.

Tras 72 h de incubacién a +35 °C & 2 °C los huevos se enfifan, se recolecta el liquido alantoideo y
s¢ deposita en placas de pocillos. Los 10 liquidos alantoideos para cada dilucidn analizada se
distribuyen en la misma fila. Se analizan asimismo controles negativos y positivos de eritrocitos.

Luego se afiade una suspensidn de eritrocitos de gallina (1/1, v/v) a cada pocillo, seguido por una
homogeneizacion.

Las placas se enfrian a +3 °C & 3 °C durante I hora antes de leer el nimero de pocillos que
presentan hemaglutinacién positiva. '

5.3.3.6  Lectura, calculos y resultados

Se determina el titulo infeccioso (EIDso) de acuerdo con la férmula de Spearman y Kérber,
Logig DIso = [x0| — d/2 + dZ (ri/ni)

¢ x0=lainversa de la Gltima dilucion con el 100 % de los huevos infectados;

o d = logio del factor de dilucion;

» ni=nilimero de huevos inoculados (restados los huevos muertos) para un dilucidn;

¢ i =ntimero de huevos infectados para una dilucidn;

El titulo infeccioso final corresponde al promedio de dos determinaciones distintas,

5337 Criterios de validez

La prueba se considera valida si se cumplen todos los requisitos siguientes:
s Los controles negativos deben ser negativos.
e Los controles positivos deben ser positivos.

¢ Las diluciones elegidas se encuentran entre las diluciones que incluyen el 100 % y el 0 % de
huevos positivos.

¢ Las dos determinaciones deben ser homogéneas,
53.4  Prueba de esterilidad bacteriana y filngica

La esterilidad de cada WSL se determina de conformidad con el método n.® 2.6.1, (método de
filtracién por membrana) “Esterilidad” de la Ph. Eur., edicion actual.

535 Prueba de micoplasmas

La deteccién de micoplasmas mediante cultivo microbioldgico o por el método de cultivo de
células indicadoras (epifluorescencia) se realiza de conformidad con el método n.° 2.6.7
"Micoplasmas" de la Ph. Eur,, edicidn actual
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5.4  Estrategia de pruebas (justificaciéon/fundamento)

Las pruebas realizadas en los lotes de siembra cumplen con la monografia n.° 0158 “Vacuna
antigripal (virion fraccionado, inactivada)” de la Ph. Fur., edicién actual, salvo para la
determinacion del titulo infeccioso, que es una prueba adicional. También se cubren los requisitos
aplicables de la monografia n.° 0153 “Vacunas para uso humano” de 1a Ph. Eur., edicién actual.

Las pruebas se realizan a fin de demostrar la identidad de la cepa, la pureza biologica y la potencia
de los lotes de siembra: '

» Los antigenos HA de cada lote de siembra deben identificarse como el virus gripal de la cepa
adecuada mediante un método apropiado (monografia n.° 0158 “Vacuna antigripal [viridn
fraccionado, inactivada] de la Ph. Eur,, edicion actual). La identificacion del antigeno HA en
el MSL y en el WSL se realiza mediante el método de inhibicién de la hemaglutinacién
(IHA). Los antigenos HA tienen una actividad biologica medible®, que puede inhibirse con un
antisuero dirigido contra el antigeno. Por consiguiente, se utilizé un método de inhibicién
inmunolégica bien conocido, comparando la inhibicidén de la actividad bioldgica de la muestra
analizada inducida por el antisuerc con antigenos de referencia. También se realiza una prueba
de caracterizacién mediante secuenciacidn genética de la HA para respaldar la identificacion
de la HA. Esta prueba permite evaluar que la cepa del virus de la gripe corresponde al lote
previo al maestro recibido, y que es diferente de la cepa (mismo tipo/subtipo) de la variacion
antigénica anterior;

¢ Se identifica la secuencia de codificacién del antigeno NA por RT-PCR (este método cumple
con el método n.°2.6.21 “Técnicas de amplificacién de acidos nucleicos”, Ph. Eur., edicion
actual) para cada WSL.

¢ Laprueba de esterilidad bacteriana y fungica debe llevarse a cabo con cada lote de WSL para
cumplir con la monografia n.° 0158 “Vacuna antigripal (virion fraccionado, inactivada)”, Ph.
Eur., edicion actual.

¢ Los andlisis de micoplasmas, realizados en cumplimiento def método n.° 2.6.7 “Micoplasmas™
de la Ph. Eur., edicidn actual, s¢ llevan a cabo para verificar la ausencia de micoplasmas
cultivables y no cultivables en el WSL.

¢ La determinacion del titulo infeccioso es una prueba adicional realizada para dar seguimiento
al proceso. El titulo infeccioso del WSL se controla a fin de asegurar la actividad viral minima
necesaria para inocular una cantidad suficiente de huevos para preparar el DS.

Elmétodo detallado en este capitulo podria adaptarse seglin las caracteristicas de la cepa relevante en ese

momento.
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5.5 Resumen de la validacién de los métodos de CCy conclusiones

La validacién de los métodos de control de calidad consiste en demostrar que los métodos
utilizados para analizar los lotes de siembra son adecuados para su liberacion. Las pruebas de CC
se enumeran en la Tabla 11. Para obtener més detalles sobre la validacion de estos métodos, vea el
resumen de los estudios de validacién en la ubicacién indicada en 1a Tabla I 1.

Tabla 11: Lista de los resimenes de validacién para los procedimientos de CC

_ Pruebas de control de calidad Referencig al resumen de validacién .
Identificacidn del antigeno HA 3.2.5.4.3 Validacion de los procedimientos analiticos
Identificacion del antigeno NA 3.2.5.4.3 Validacién de los procedimientos analiticos
Titulo infeccioso en huevos Vea el apattado 5.5.1. 7
Esterilidad bacteriana y fiingica 3.2.5.4.3 Validacion de los procedimientos analiticos

Prueba para deteccidn de micoplasmas por cuitive

microbiolégico Vea el apartado 5.5.2

Prueba patra deteccion de micoplasmas por epifluorescencia en
cultivo celular

Vea el apartado 3.5.2

55,1 Titulo infeccioso en huevos

5.5.1.1 Panoramsa

Los andlisis se realizan de acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3. El lote de
siembra seleccionado como modelo para la prueba es la cepa A/Panama/2007/99
(lote FA038937).

Se han evaluado las siguientes caracteristicas de validacion:

s La especificidad del método se demuestra durante cada prueba verificando lo siguiente:

e  Se detecta hemaglutinacidén positiva en la muestra de control positivo (liquido alantoideo
en presencia del virus de la gripe).

s No se detecta hemaglutinacién en la muestra de control negativo.
¢ Precision (repetibilidad y precision intermedia);
¢ linealidad,
¢ exactitud.

En la Tabla 12 se resumen los otiterios de aceptacion y los resultados de validacion para cada
caracteristica de validacion,
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Tabla 12: Resumen de los resultados de validacién

Caracteristicas Criterio de aceptacion Resultado

Especificidad / La espectficidad se comprueba para cada prueba con
muesiras de conirol negative y positivo.

Precision Intervalo de confianza del 95 % de la | Coeficiente de variacion: 3,2 %
precision intermedia:

<07 logyo EIDsy/mL Intervalo de confianza del 95 % de la precision

intermedia para 1 corrida con 2 mediciones realizadas:
+ 0,35 logp EIDsp/mL

Linealidad Plineatidad <0,01 Plineatidag <0,0001
Puesviacion de 12 liveatidad = 0;03 Paesviacion de Ia linealidad = 0,39

Después de un ajuste lineal de Y (titulo infeccioso
medido) en funcidn de X (dilucion tedrica) en un sistema
log-log, la ecuscion obtenida es la siguiente:

Y=8,923 + 0,964 : X
Rango de linealidad: [10%,10°* EIDs/mL

Exactitud El porcentaje medio de recuperacion | La recuperacion porcentual promedio y sus limites de
calculado para los tres tiveles de confianza son, respectivamette:
dilucion tedrica s¢ encuentra entre el
95 9% [87 %; 104 %
80 %y ¢l 120 %. V187 % ol

La técnica es especifica, lineal y exacta en el rango de [1 0°?, 109’4] EIDsy/mL con una
recuperacion promedio del 95 %.

El' método es preciso con coeficientes de variacidn de repetibilidad vy precision intermedia
del 3,2 % y un intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia de
+0,35 logio EIDs¢/mL para 1 corrida (2 medidas) de rutina.

De manera rutinaria, un operador realiza 2 mediciones. Considerando la variabilidad del método,
las 2 mediciones se consideran homogéneas si la proporeion entre las dos determinaciones
es <10°7 EIDsy/mL.

55.1.2 Resultados y analisis

5.5.1.2.1 Especificidad
La especificidad se comprueba para cada prueba con muestras de control negativo y positivo.

5.5.1.2.2 Precision
El disefio experimental fue el siguiente:

s Precisién intermedia: se realizaron 4 grupos independientes de andlisis por el mismo método,
con una muestra inicialmente homogénea analizada por 4 operadores en dias diferentes.

¢ Repetibilidad: dentro de cada uno de los grupos mencionados se realizaron 5 andlisis. Los
andlisis (realizados por duplicado) se llevaron a cabo de forma independiente utilizando el
mismo método, con una muestra primaria homogénea, en el mismeo laboratorio, con el mismo
equipo, en un intervalo corto de tiempo.
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Los datos analizados son titulos infecciosos, expresados en EIDsg/mL.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13: Precision, titulos infecciosos

Grupo I Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Medida 1 1077 1077 10740 10
EIDsy/mL 105 1077 1077 10
10‘.‘,70 107,40 108,10 107,60
107,58 107,15 101,40 107,70
107,50 107,30 107,30 1 07.80
Medida 2 107 1075 1077 1074
EiDsymL 10™% 19740 1077 10700
10‘.',50 107.50 101,50 10‘1,60
107,52 10‘.',50 107.40 1 07,80
107,60 107,20 106,9! 107,80

Seglin el analisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 13,
¢ Laprueba de COCHRAN muestra que las varianzas de los 4 grupos son homdge’neas.

o Los parametros de repetibilidad y precision intermedia, as{ como el intervalo de confianza del
95 % para 1 corrida (2 medidas), se ptesentan en la Tabla 14,

« Media general: m= 7,56 log1o(EIDso/mL); en forma aritmética: 107 EIDso/mL.

Tabla 14: Resultados de repetibilidad y precisién intermedia

Desviacién estdndar Coeficientes de variacidn Intervalo de ¢onfianza del
05 % para 1 corrida
(2 medidas)
Pardmetros de repetibilidad | 0,245 3,24 % -
Parametros de precisién i
intermedia 0,245 3,24% % 0,38 logp (EIDsy/mL)

5.5.1.2.3 Linealidad

El disefio expetimental fue el siguiente: 3 operadores realizaron 3 series independientes en 3 dias
distintos.

Cada corrida incluy¢ el analisis de un rango de 4 niveles de dilucién de la muestra.

Los datos analizados son titulos infecciosos, expresados en log EIDs¢/mL.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 15.
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Tabla 15: Linealidad, titulos infecciosos medidos

Dilucidn tedrica Titulos infecciesos medidos, log (EID50/mL)
Grupo 1 Grupo2 Grupo 3
3 9,0 9,0 8,75
112 7.9 8,26 7.65
1/144 6,7 6,81 6,75
11728 3,98 5,80 5,75

Segtin el andlisis estadistico realizado con los datos de la Tabla 15

& Laprueba de COCHRAN demuestra que las varianzas de los 4 niveles de dilucion son
homogéneas.

s Ladependencia entre el titulo infeccioso tedrico y el titulo infeccioso medide, asi como la
linealidad de esta relacién, se verifican mediante una regresién lineal no ponderada utilizando
el método de minimos cuadrados. Se observa una pendiente significativa al nivel del 1 % y
una desviacién no significativa de la linealidad al nivel del 5 %,

o Laecuacion de la recta de regresion se presenta en la Tabla 16.

Tabla 16: Resultados de linealidad

Eeuacién de ln recta de regresitn Coeficiente de cortelacion lineal Rango lineal en E1Dsp/mL

Y = (8,923 £ 0,187) + (0,064 £ 0,093) - X | 0,0908 con 10 niveles de libertad [10%, 10°9]

Donde:
X = diluciones teoricas expresadas en logaritmos
Y = tlitulos infecciosos medidos expresados en log EID50/ml

Yersion 1.0
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Figura 2: Gréfico de linealidad
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5.51.2.4 Exactitud

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores realizaron 3 series independientes en 3 dias
distintos. Cada corrida incluyé el anélisis de un rango de 4 niveles de dilucién de la muestra.
Los resultados utilizados para la evaluacion de la exactitud se presentan en la Tabla 15,

Los porcentajes de recuperacion se calculan para cada nivel de concentracion tedrica prevista y
para cada grupo del siguiente modo:
Measured Dilution Factor

Percent recovery (%) = - — x 100
Theoretical Dilution Factor

El factor de dilucién medido es la diferencia entre el titulo infeccioso obtenido para cada dilucion
y el titulo infeccioso obtenido para la muestra pura.

El factor de dilucidn tedrico es el logaritmo de la dilucion tedrica.

Los factores de dilucién tedricos y medidos se presentan en la Tabla 17.
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Sistema de lotes de sie

Seccidn F2.
4

Tabla 17: Exactitud, factores de dilucion

Dilucidn Factor de dilucién Factor de ditucion medida
tedrica
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
112 3,24 -3,02 3,20 3,00
1/144 ~2.15 -2,30 -2,19 -2,00
1/1728 1,08 -1,10 -0,74 -1,10

El analisis estadistico se realiza en 3 niveles de titulos infecciosos, ya que no se incluyen los
resultados obtenidos para la muestra pura:

¢ Laprueba de COCHRAN muestra que las varianzas de los 3 niveles son homogéneas.
s Elanélisis de varianzas permite concluir que las medias interniveles son iguales.

¢ Larecuperacidn promedio y sus limites de confianza del 95 % se presentan en la Tabla 18.-

Tabla 18: Resultados de exactitud

Recuperacién promedio Limites de confianzs del 95 %

95 % {87 - 104]%

55.1,.3 Homogeneidad de los dos resultados

El limite de la diferencia entre los dos titulos infecciosos utilizados como criterios de validez se
establecid de conformidad con la norma ISO 5725-6 “Accuracy (trueness and precision) of
measurement methods and results” [exactitud (veracidad y precisién) de los métodos y resultados
de medicidn], parte 6: “Use in practice of accuracy values” [uso de valores de exactitud en la
practica). _

Se calculd el rango critico en el nivel de probabilidad del 99,5 % (CRossswy ). Como la prueba del
titulo infeccioso incluye dos mediciones realizadas por el mismo opetador (es decir, k=1yn=2
mediciones), este rango critico se calcula con la siguiente formula:

CRogosm =Am) * /5%
Donde:
s 1 nimero de mediciones que se van a comparar (es decir, n =2);

o fln): valor critico del rango de muestras de una distribucion normal (con un nivel de
probabilidad del 99,5 %). Se presenta en el manual “Handbook of statistical tables” de Donald
Bruce Owen - Addison-Wesley Pub. Co., 1962,

e §%:varianza de la repetibilidad de los procedimientos analiticos obtenida durante la

validacién.
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Para dos mediciones, se compara el rango calculado correspondiente a la diferencia entre
resultado maximo y el resultado minimo, con el rango critico en el nivel de probabilidad
99,5 % CRo gos(2y:

*  SiXmax — Xmin < CRopose), 105 2 resultados son homogéneos.
¢ Si Xmax — Xmin > CRogo52), los 2 resultados son heterogéneos.

Para la prueba de titulacién infecciosa que incluye dos mediciones realizadas por un operador (n =
2y

» La varianza de la repetibilidad obtenida para la validacién es s* = 0,060016 con 36 grados de
libertad.

s El factor f{n) paran =2 es 3,970.
El rango critico en el nivel de probabilidad del 99,5 % CRggos(2) es:

CRogose) = 3.970 = +/0.060016 = 0.97258 logl0 (EIDsy/mL)

De manera rutinaria, un operador realiza dos mediciones. Las dos mediciones se consideran
homogeneas si la proporcidn entre las dos determinaciones es <1 0% EIDso/mL.

5.5.1.4 Conclusién

El método es:

¢ especifico,

+ lineal en el rango de [10°,10°*] EIDso/mL;

* exacto en ¢l mismo rango de la linealidad, con una recuperacién promedio del 95 %.

El método es preciso con coeficientes de variacién de repetibilidad y precision intermedia
del 3,2 % y un intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia de
0,35 logio EIDse/mL para 1 corrida (2 medidas) de rutina,

5.5.2  Prueba para deteccién de micopiasmas

Esta prueba se realiza de acuerdo con los requisitos del método n.° 2.6.7 “Micoplasmas” de la Ph.
Eur., edicién actual. :

5.6 Estandar de referencia

El estdndar de referencia utilizado para realizar la prueba de identidad de HA en el MSL y en el
WSL se describe en la seccidn 3.2.5.5 Estandares o materiales de referencia.

6 Caracterizacion

Cada virus gripal de referencia ha sido preparado por un Centro Colaborador de la OMS. Vea la
seccidn 3.2.8.2.3 Fuente, historia y generacidn de las cepas virales vacunales para obtener
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los Centros Colaboradores de la OMS correspondientes.
6.1 Identidad

6.1.1 Identidad del antigeno HA

La identificacién del antigeno HA en el MSL y el WSL se realiza mediante el método de
inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) (vea el apartado 5.3.1) para confirmar la identidad de la
cepa del virus de 1a gripe que se multiplico. También se realiza una prueba de caractetizacion
mediante secuenciacién genética de la HA para respaldar la identificacién de la HA. Esta prueba
permite determinar que la cepa del virus de la gripe corresponde al lote previo al maestro recibido,
y que es diferente de la cepa (igual tipo/subtipo o linaje) de la variacién antigénica anterior; A
cotitinuacion se presenta una descripeién del método.

6.1.1.1 Principio del método

La secuencia del gen de la hemaglutinina se determina mediante secuenciacién del dcido
ribonucleico (ARN) que codifica el antigeno HA, Se amplifica el gen que codifica HA mediants
reacciones superpuestas de RT-PCR que cubren como minimo dos veces el gen en su totalidad. A
continuacion, después de la purificacion, se secuencian todos los productos de la PCR en ambas
hebras de ADN por el método de Sanger utilizando tecnologia BigDye Terminator. El disefio se
realiza de modo que cada nucledtido del gen quede cubierto por al menos dos reacciones de PCR
distintas, lo que da lugar a al menos cuatro reacciones distintas de secuenciacién que cubren cada
nucledtido a lo largo del gen.

6.1.1,2  Lista de reactivos

¢ Los cebadores especificos de PCR se disefian mediante software.

¢ Lasecuencia de referencia del gen de HA es la secuencia obtenida internamente 4 través de la
secuenciacion del pre-MSL suministrado por un Centro Colaborador de la OMS o una
secuencia disponible en bases de datos publicados, en caso de que la secuencia interna no esté
disponible.

6.1.1.3 Procedimiento operativo

El procedimiento consiste en cuatro pasos sucesivos que se detallan a continuacion.

s Extraccion del ARN

El ARN viral se extrae utilizando un kit de extraccidn de ARN segln las instrucciones del
proveedor del kit.

¢ Amplificacién del gen de HA

Despusés de la extraccion, se realiza la transcripcién inversa del ARN en el ADN complementario
(ADNc), que luego se amplifica mediante PCR con un conjunto de cebadores.
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En primer lugar, se prepara la mezcla de la reaccién RT-PCR, que contiene una transcriptasa
inversa capaz de retrotranscribir el ARN viral y la polimerasa de ADN utilizada para la
amplificacion del ADNg, junto con los otros componentes necesarios para las reacciones, como
una solucion tampdn, un cofactor enzimatico, solucidn de trifosfato de desoxirribonucledsidos y
los cebadores oligonucleotidicos.

Todos los componentes se disuelven en agua sin nucleasas. A continuacidn, se colocan los tubos
de PCR en una maquina de PCR con la configuracion operativa elegida de conformidad con las
instrucciones del proveedor del kit de amplificacion de RT-PCR y especificas para la cepa que se
desea identificar. Los ciclos térmicos consisten en las siguientes fases: transcripcion inversa,
desnaturalizacion, amplificacion (desnaturalizacion-hibridacion-extension del cebador) que se
repiten un ndmero definido de ciclos. '

+ Secuenciacién por el método de Sanger

Después de la purificacion, se secuencian los productos amplificados de PCR por el método de
Sanger utilizando 1a tecnologia BigDye Terminator. Este consiste en iniciar la sintesis del ADN
usando un oligonucledtido corto (cebador) complementario a los extremos que rodean el
fragmento de ADN que se va a secuenciar, Los 4 desoxinucledtidos(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
se agregan con una concentracion baja de los 4 didesoxinucledtidos (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) etiquetados con 4 fluoréforos diferentes. La incorporacion de los didesoxinucledtidos
evita una extension y sintesis adicionales de los fragrientos del ADN. Esto provoca unha longitud
variable del ADN, que luego se purifica y separa por medio de cromatografia capilar, La
fluorescencia de los fragmentos etiquetados permite determinar la secuencia de nucledtidos del
fragmento de ADN sometido a andlisis. El ciclo térmico consiste en las siguientes fases:
desnaturalizacién, amplificacion (desnaturalizacién-hibridacién-extensién del cebador) que se
repiten un numero definido de ciclos,

o Ensambie y andlisis de la secuencia

A continuacion, todas las secuencias se ensamblan juntas para reconstruir la secuencia completa
codificadora del gen de HA, y se compara con la secuencia de referencia por alineacion, Este
trabajo se ileva a cabo utilizando un software especifico.

Notas:

s Lacalidad de la secuenciacion se aseguro realizando una cobertura minima de 2x en las
regiones objetivo (2x significa al menos dos lecturas a partir de dos productos independientes
de 1a PCR). Dado que cada producto de la PCR dio origen a 2 lecturas de secuenciacion (una
para cada hebra de ADN), en teoria, un minimo de 4 reacciones de secuenciacion cubren cada
nucleétido.

s Se desarrollaron 3 disefios especificos para los cebadores de secuenciacion y cebadores de RT-
PCR para las 3 cepas del virus de la gripe {(A/H3N2, A/HIN1 y B). Teniendo en cuenta las
posibles mutaciones del virus, se podria adaptar la eleccion del cebador para la secuenciacién
de una nueva cepa.

6.1.1.4 Criterios de validez

La prueba se considera valida si:
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¢ cada nucledtido se asigna mediante al menos 2 lecturas de 2 productos de PCR
independientes;

¢ lacobertura de la secuencia de consenso obtenida es total en comparacion con la secuencia de
referencia a fin de obtener la secuencia completa del gen codificador de la HA.

6.1.1.5 Resultados

El objetivo de este estudio era establecer y comparar las secuencias completas del gen que
codifica la HA del MSL y del WSL con la secuencia de referencia a fin de respaldar la identidad
de la HA de las 4 cepas de la vacuna antigripal tetravalente (QIV).

Los resultados de la secuenciacion se¢ importaron por separado en el software y se ensamblaron
todas las reacciones de las secuencias a fin de crear contigos individuales para cada una de las
muestras analizadas. Se generd un total de 2 secuencias de consenso a partir de los contigos
ensamblados, uno para cada uno de los lotes secuenciados.

Los estudios para cada cepa se presentan a continuacion.
Nota:

s Lasecuenciacidon no se realizd con el virus de la vacuna candidata, recibido del Centro
Colaborador de la OMS (es decir, pre-MSL). De hecho, las cuatro cepas de QIV se recibieron
antes de la nueva estrategia de identificacion de la HA (antes de noviembre de 2014), por lo
que no habia ningln pre-MSL disponible. Por ende, las secuencias del MSL y del WSL se
analizaron con respecto a una secuencia de referencia proveniente de una base de datos
publica.

6.1.1.5.1 Resultados para la cepa A/California/7/2009 (NYMC X-1794)

La secuenciacin se tevé a cabo en el lote de MSL FA353744 y en ¢l lote de WSL FA356399.

Como no habia pre-MSL disponible, la secuencia de referencia (1701 nucledtidos de extension)
utilizada para generar la secuencia de consenso en el programa y en la alineacidn final provenia de
la base de datos de NCBI Genbank, registro n.® GQ214335.

La secuencia final ensamblada que cubria la totalidad del gen de la HA tenfa una extension de
1701 para cada muestra analizada. Posteriormente, las dos secuencias de consenso obtenidas para
cada muestra secuenciada (MSL y WSL) se alinearon para visualizar las posibles variaciones
genéticas con la secuencia de referencia. Las tres secuencias mostraron una identidad de secuencia
del 100 % en un total de 1701 nucledtidos a lo largo del gen que codifica la HA.

El gen completo de la HA del MSL y del WSL se cbmparé con la secuencia de referencia y no se
mostrd ninguna diferencia en la codificacién de la secuencia gendmica completa de la HA entre
los tres lotes comparados. Por lo tanto, los resultados confirman la identidad de 1a HA de los lotes
de siembra de A/California/7/2009 (HIN1) para el lote de MSL FA353744 y para el lote de WSL
FA356399.

6.1.1.5.2 Resultados para la cepa AfTexas/SO!ZGlZ (NYMC X-2234A) (H3N2)

La secuenciacion se lleva a cabo en ¢l lote de MSL FA488262 y en el lote de WSL FA492096.
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Como no babia pre-MSL disponible, la secuencia de referencia (1701 nucledtidos de extens
utilizada para generar la secuencia de consenso en el programa y la alineacion final provenia
base de datos de GISAID EPIflu, registro n.° EPI407126.

La secuencia final ensamblada que cubria la totalidad del gen de la HA tenfa una extensién de
1701 para cada muestra analizada. Posteriormente, las dos secuencias de consenso obtenidas para
cada muestra secuenciada (MSL y WSL) se alinearon para visualizar las posibles variaciones
genéticas con la secuencia de referencia. Las tres secuencias mostraron una identidad de secuencia
del 100 % en un total de 1701 nucle6tidos a lo largo del gen que codifica la HA.

El gen completo de la HA del MSL y del WSL se compard con la secuencia de referencia ¥ 10 se
mostrd ninguna diferencia en la codificacion de la secuencia gendmica completa de la HA entre
los tres lotes comparados. Por 16 tanto, los resultados confirman la identidad de la HA de los lotes
de siembra de A/Texas/50/2012 (H3N2) para el lote de MSL PA488262 y para el lote de WSL
FA492096.
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6.1.1.5.3 Resultados para la cepa B/Brisbane/60/2008 (linaje Victoria)

La secuenciacidn se lleva é cabo en el lote de MSL FA338855 y en el lote de WSL FA413887.

Como no habia pre-MSL disponible, la secuencia de referencia (1795 nucledtidos de extension)
utilizada para generar la secuenicia de consenso en el programa v en la alineacién final provenia de
la base de datos de NCBI Genbank, registro n.° CY115151.

La secuencia final ensamblada que cubria la totalidad del gen de la HA tenia una extensién de
1795 para cada muestra analizada. Posteriormente, las dos secuencias de consenso obtenidas para
cada muestra secuenciada (MSL y WSL) se alinearon para visualizar las posibles variaciones
genéticas con la secuencia de referencia.

La comparacion de las secuencias mostrd que:

« Se presentd una variacion observada en la posicidn 641 de la etapa de WSL del gen de HA en
comparacioén con la secuencia de referencia, Se observaron dos variaciones en ¢l MSL en
comparacion con la secuencia de referencia, en ias posiciones 640 y 641.

El cambio de nucledtidos en 1 o 2 posiciones entre los 1795 nucledtidos para los lotes de siembra
analizados no pone en duda la identidad de la cepa. Por lo tanto, los resultados confirman la
identidad de la HA de los lotes de siembra de B/Brisbane/60/2008 para el lote de MSL FA338855
y para el lote de WSL FA413887.

6.1.1.5.4 Resuitados para la cepa B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata)

La secuenciacion s¢ lleva a cabo en el lote de MSL FA477285 y en el lote de WSL FA490508.

Como no habia pre-MSL disponibie, la secuencia de referencia (1755 nucledtidos de extension)
utilizada para generar 1a secuencia de consenso en el programa y la alineacién final provenia de la
base de datos de GISAID Epiflu, registro n.° EP1438406.

La secuencia final ensamblada que cubria la totalidad del gen de la HA tenia una extension de
1755 para cada muestra analizada. Posteriormente, las dos secuencias de consenso obtenidas para
cada muestra secuenciada (MSL y WSL) se alinearon para visualizar las posibles variaciones
genéticas con la secuencia de referencia. Las tres secuencias mostraron una identidad de secuencia
del 100 % en un total de 1755 nucledtidos a lo largo del gen que codifica la HA.

Por lo tanto, los resultados confirman la identidad de la HA de los lotes de siembra de
B/Massachusetts/2/2012 para el lote de MSL FA477285 y para el lote de WSL FA490508,

6.2  Pureza, caracteristicas especiales y estabilidad genética

La informacién sobre la fuente, la derivacién y las caracteristicas de las cepas virales vacunales se
presenta en la seccidn 3.2,5.2.3 Fuente, historia y generacién de la cepa viral vacunal.

Conforme a lo establecido en la Guideline on Influenza Vaccines - Quality module ([guia sobre
vacunas antigripales: médulo de calidad] EMA/CHMP/BWP/310834/2012), la estabilidad
genética de cada nueva cepa de virus se evaluard mediante secuenciacién de los genes
codificadores de HA y NA de cada lote nuevo de siembra (MSL y/o WSL) con el pre-MSL del
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que se obtuvieron. La secuenciacion se realiza por el método de Sanger, descrito en el
apartado 6.1.1.

7  Almacenamiento

EI MSL y el WSL se almacenan a <60 °C.

8 Composicién de reactivos preparados para la elaboracion de los lotes
de siembra

La composicién de los distintos reactivos preparados se presenta en las siguientes tablas, Las
materias primas utilizadas para preparar estos reactivos se tratan en la seccion 3.2.8.2.3 Lista y
controles de las materias primas,

Tabla 19: Solucién tampdn del indculo destinada a la preparacién de lotes de siembra y ala
dilucién de los lotes de siembra viral

Coniponente Cantidad para 1 lltro Etapa de elaboracitn
Clorury de sodio 858
" = ; Inocutacién y dilucion del lote de
Fosfato disédico dikldrato 043g gismbra (etapa 4)
Dihidrogenofosfato de potasio 0,i3g Filtracion del WSL. (etapa 10)
Al menos agua purificada® e.s.p. | litro
* Agua purificada, agua ultrapurificada o agua para inyectables

Tabla 20: Solucidén salina tamponada con fosfate (PBS)

Componente Cantidad para 1 litro Etapa de elaboracién
Cloturo de sodio ig
Cleruro de potasie 0,2g
Fosfato disédico dihidrato 1,15 ¢ Eg:;:g“::ilgﬂprepamién el WSL)
Dihidrogenofosfato de potasio 0,2g
Al menos agua purificada® c.s.p. 1 Litro
* Agua purificada, agua ultrapurificada o agua para inyectables
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“Tabla 21: Solucién de sacarosa al 34 %

Centponente Cantidad para | litro . Etapa de elaboracidn
Solucién PBS 760 mL
] Concentracidon
1 d
Cloruro de sodio o8 (etapa 9 de la preparacion del WSL)
Sacarosa 389,8¢

Tabla 22: Solucién de sacarosa al 60 %

Componente 7 Cantidad para 1 litro Etapa de elaboracién
Solution PBS 550 ml.
; Concentracion
Cloruro de sodio . i (etapa 9 de la preparacion del WSL)
Sacarosa 771.9g
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Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1  Descripcién del producto farmacéutico

La vacuna antigripal tetravalente (QIV), (vacuna de virién fraccionado, inactivada), es una
suspension estéril del virus de la gripe, que contiene 15 pg por dosis de antigeno hemaglutinina
(HA) de dos cepas A (HIN1 y H3N2) y dos cepas B (linaje Victoria y linaje Yamagata). Las
siembras virales, correspondientes a cada una de las 4 cepas, se multiplican en huevos
embrionados, se concentran y purifican mediante ultracentrifugacién isopfenica en un gradiente de
sacarosa, se fraccionan con octoxinol 9 y se inactivan con formaldehido, lo que da como resultado
4 principios activos (DS}, El producto farmacéutico (DP) se obtiene mediante la formulacion de
los 4 DS en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Es un liquido incoloro opalescente
presentado en una jeringa prellenada que contiene una dosis de 0,5 mL.

Eleccion de las cepas vacunales

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) examitia ahualmente la situacion epidemiolégica
mundial para el hemisferio notte (HN) y para el hemisferio sur (HS) y, 51 es necesario,
recomienda nuevas cepas cortespondientes a las pruebas epidemioldgicas prevalecientes.

La vacuna cumple con las recomendaciones de la OMS y de la Farmacopea; monografia n.® 158
“Vacuna antigripal (virién fraccionado, inactivada)”, Ph. Eur., edicidn actual.

2 Composicién

La composicion cualitativa y cuantitativa del DP se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1: Composicion del DP: 15 pg de antigeno HA/dosis de 0,5 mL por cada cepa

Componente Cantidad por unidad Funcion Referencia a las normas de calidad

Cepa del virus de la 15 pg de antigeno HA. | Principio active Ph. Eur. 0158, edicién actual.
gripe A/M1IN1, virién + excedente™
fraceionado, inactivada
Cepa del virus de la gripe 15 pg de antigeno HA | Principio activo - Ph. Eur, 0158, edicién actual.
A/H3N2Z, virign fraccionado, + excedente*
inactivada
Cepa del virus de la gripe B 15 pg de antigeno HA | Principio active Ph. Eur. 0158, edicién actual.,
{linaje Victoria), virién + excedente™
fraccionado, inactivada
Cepa del virus de la gripe B 15 ug de antigeno HA | Principio activo Ph. Eur. 0158, edicidn actual,
(linaje Yamagata), virion + excedente™ :
fraccionado, inactivada
Solucion PBST Agente tampon y diluyente
* Cantidad de excedente: del 7 al 23 %.
T Composicién de la solucién PBS, por 1000 mL:

Cloturo de sodio ...ocoonvvvnnininn 8,00

Cloruto de potasio...... . e 0,20 8

Fosfato disddico dihidrato. ... 15

Dihidrogenofosfato de potasio....................0,20 g

Agua para inyectables (WFI).. .ov.0oivnnn0 808 1, 1004 g (va que la densidad de miasa de 1a PBS es de

1004 glemn® a +20 °C)
3 Descripcion del sistema de cierre del envase

3.1  Jeringa con aguja acoplada

Envase

Jeringa de vidrio tipo [ con aguja acoplada de 25G 5/8 de acero inoxidable.
Método de cierre

¢ Tapoén-émbolo fabricado de elastémero (clorobutilo o bromobutilo).

¢ Protector de aguja de elastémero (poliisopreno sintético) y protector rigido de seguridad de
polipropileno traslicido.
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3.2  Jeringa sin aguja acoplada

Envase

Jeringa de vidrio tipo I

Método de cierre

¢ Tapén-émbolo fabricado de elastémero (clorobutilo o bromobutilo).

e Capuchdn (isopreno-bromobutilo sintético).
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