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1°C entes de la medicion, La absorbancla se lee a una longitud de
onda de 405 nm y las concentraciones de muestra se calculan a
partir de los tiempos de reaccion respectivos contra una curva
estandar, Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del
sistema para confirmar la validez de la corrida analitica,

Valoraciones de Sandoz y Novartis:

Consistencia a
® Ph. Eur, Capitulo 2.6,14 Endotoxinas Bacterianas

Farmacopeas .

USP-NF <85> Prueba de Endotoxinas Bacterianas
Tabla 9 Proteinas Residuales de las Células Huésped
Muestras de Prueba - Granel Concentrado

Valoracién de Novartis:

Para generar la curva estandar, se agregan seis concentraciones
del estandar de referencia de HCP de E. colif HCP proporcionado en
el kit comercial a la placa de microfitulacion por triplicado, en 0, 1, 3,
12, 40, y 100 ng/ml. Un Control Positivo separado, pET de E, coli se
diluye en tampén a una concentracidn predeterminada para el lote
de control, y se agrega por triplicado a la placa de microtitulacion.
Se diluyen muestras de prueba en un tampon de dilucion de
muestra a una concentracion que cae dentro del rango validado. Las
muestras de prueba correspondientes se enriquecen con control
positivo de HCP de E. coli. Las muestras de prueba y las muestras
enriquecidas correspondientes se agregan por cuadriplicado a la
placa de microtitutacion. La placa se incuba sobre el agitador de
Descripcion de la . _ g
Valoraclon placas a 20-25°C durante 90 + 2 minutos. Luego de la incubacion,
los pocillos se lavan cuatro veces con tampdn de lavado, Luego, se
agrega sustrato de TMB a los pocillos, y la placa se incuba a 20-
25°C durante 30 + 1 minuto a oscuras. La reaccién se termina por la
adicidn de una solucion quelante a fodos los pocillos. La
absorbancia de cada pocillo se lee en una longitud de onda doble de
450/590-630 nm, y se promedia para cada grupo de resultados. Las
densidades Opticas (OD) para cada estandar de referencia se
utilizan para construir una curva estandar, por el uso de un ajuste
logistico de 4 parametros. La absorbancia de las muestras de
prueba se interpola de la curva estandar, La cantidad de sustrato
hidrolizado es directamente proporcional a la concentracién de HCP
en la muestra. Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del
sistema para confirmar la validez de la corrida analftica.
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Tabla 10

Id'entidad por Western Blot

Muestras de Prueba

Granel Concentrado

Descripeion de la Valoracién

Valoracién de Sandoz:

Se opera un western blot con anticuerpos policionales dirigidos
contra la proteina recombinante NadA. Las concentraciones
de muestra y estdndar se ajustan a una concentracion
nominal, se tratan con un agente reductor, y se calientan. Un
volumen especificado para la muestra y el estandar, igual a
aproximadamente 1,6 g de proteina se carga sobre el gel de
poliacrifamida; el estandar de proteina recombinante NadA
sirve como el estandar de identidad en el andlisis de western
blot. Un segundo volumen del estandar, con una menor
cantidad de proteina {aproximadamente 4% de la cantidad
nominal de proteina), se carga sobre el gen para llevar a cabo
una prueba de sensibilidad. El tampdn de muestra se aplica a
los geles cofno muestra blanco.

Las muestras se aplican al gen por duplicado. Ademas, se
cargan un marcador del peso molecular, estandares, y
biancos, sobre un gel de poliacrilamida y se separan por
electroforesis (separacion en un campo eléctrica). Luego de la
electroforesis, cada gel se transfiere sobre una membrana de
transferencia, transfiriendo las proteinas separadas. Luego, los
blots se sondean con anticuerpos policlonales anti-proteina
recombinante NadA. El anticuerpo secundaric se agrega,
seguido por una serie de pasos de lavado y la solucion de
desarrollo, que contiene el sustrato para la tincion basada en
enzimas de |as bandas de proteina especificas.

Los Western Blots estan cualitativamente evaluados por la
comparacién visual de las bandas para las hileras estandar,
blanco y de muestra. La identidad de la proteina recombinante
NadA se confirma cuando una banda a la misma migracion en
la muestra de referencia es visible. Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez

de la corrida analitica.
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Tabla 11 Osmolaridad

Muestras de Prueba

Granel Concentrado

Descripcién de la Valoracién

Valoracion de Novartis:

Se seleccionan y utilizan dos estandares de calibracion para la
calibracion del instrumento. Se miden cuatro viales del controf
positivo adecuado y de las muestras de prueba; la primera
medicion para cada grupo se utiliza para enjuagar la méquina
y no se incluye en los célculos. Los resultados se informan
como el promedio de las tres mediciones, El anélisis es vélido
si el control positivo estéa dentro de + 4 mOsm/kg del rango de
fitulacion teérico.

Consistencla a Farmacopeas

Ph. Eur, Capltulo 2.2.35 Osmolaridad
USP <785> Osmolaridad y Osmolaridad
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Tabla12  pH

Descripclén de [a Valoraclén

Valoracién de Sandoz, para liberacion del granel
concentrado:

El medidor del pH se calibra con un minimo de dos tampones
estandar de modo tal que la medicién de pH cae dentro del
rango definido por los estandares. El electrodo se lava antes
de la inmersion en cada solucion estandar. Luego de la
calibracion, se lleva a cabo una prueba de control por el uso
de tampones de calibracidn y al menos un tampén adicional,
La calibracién se considera valida si las lecturas del estandar
de control estan dentro de un range de tolerancia de + 0,02
unidades de pH segun lo comparado con el valor certificado
para cada estandar. Una lectura simple se toma para cada
muestra a temperatura ambiente (23-25°C) para determinar el
pH.

Valoracién de Novartis, para estabilidad del granel
concentrado:

El medidor del pH se calibra en tres puntos estandar, por g,
pH 4, pH 7, y pH 10; el electrodo se lava antes de la inmersidn
en cada solucion de tampén esténdar, Luego de fa calibracion,
se lleva a cabo una prueba de control por el uso de estandares
de pH 9 y pH 6. La calibracion se considera valida si [as
lecturas del estandar de control estan dentro de un rango de
folerancia de % 0,02 unidades de pH seglin lo comparado con
el valor certificado para cada estandar,

Para cada muestra, se toman tres lecturas de pH, y se
calculan la media, la desviacién, y el coeficiente porcentual de
variacion (CV %). Todas las lecturas de pH se toman en un
rango de temperatura de 23-25°C. Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar |a validez
de la corrida analitica.

Consistencia a Farmacopeas

Ph. Eur. Capitulo 2.2.3 Determinacién Potenciométrica del pH
USP <791> pH '
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Tabla 13 Concentracion de Proteinas

Descripcion de la

Valoracion

Prueba en Tubo de Ensayo llevada a cabo por Sandoz, para
liberacion del granel concentrado y por Novartis, para
estabilidad del granel concentrado:

Los estandares de referencia BSA se diluyen en agua para dar
cuatro concentraciones para la curva estandar: 20, 15, 10, y
ug/ml. Todas las muestras del granel concentrado de proteina
recombinante NadA se colocan a temperatura ambiente, se diluyen
en agua para ajustar al rango de concentracién de la curva
estandar. Ademas, una muestra de prueba se enriquece con BSA 5
pg/ml para cada dilucién probada; la muestra enriquecida sirve
como un control de la adecuacion del . sistema (control de
recuperacion),

Reactivos de Trabajo A (mezcla de carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio y tartrato de sodio}, B (BCA 4% en agua), y C (pentahidrato
de sulfato cuprico en agua 4%) se agregan a los tubos para todas
las muestras (estandares, blancos, muestras de prueba y muestras
de prueba mas enriquecimiento), se agitan, e incuban a 60°C
durante 60 + 2 minutos. Todas las muestras se preparan por
duplicado. Luego, los tubos se enfrfan a temperatura ambiente
durante 20 + 2 minutos y se lee la absorbancia a 562 nm luego de
llevar a cabo el autocero con el blanco. Se prepara una curva
estandar lineal, se fraza la lectura de absorbancia promedio para
cada estandar BSA contra su concentracion correspondiente, en
pg/ml. La concentracion de proteinas se determina por calibracion
externa a partir de la curva estandar de BSA, Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la
validez de la corrida analitica. |
Valoracién de Placas de Microtitulacion llevada a cabo por
Sandoz, para confroles durante el procesos:

Se diluyen estandares BSA en agua para dar dos concentraciones a
30‘y 40 pg/ml. Los estandares de referencia BSA para la curva
estdndar se preparan a partir de estas dos soluciones, que se
diluyen a 20, 15, 10, y 5 pg/ml. Todo las muestras de sobrenadante
de proteina recombinante NadA luego de centrifugacién/filtracion se
dializan antes del analisis, luego se llevan a volumen en agua, para
ajustarse al rango de concentracion de la curva estandar. Cada
dilucién estandar BSA y el blanco se agrega por duplicade a los
pocillos. Cada muestra diluida se agrega por triplicado los poc‘lﬂi:
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