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3) CONTROL DE CALIDAD - METODOS CONTROL

31  Especificaciones
Se proporciona en la tabla a continuacion una sintesis de las pruebas y especificaciones para la
liberacién del granel concentrado esteril de Vesiculas de la Membrana Externa (OMV).

Tabia 3 Especificaciones de Liberacién para el Granel Concentrado de Vesiculas de la
Membrana Externa (OMV)
Prueba Método de Andlisis | Referencia Especificacion Corriente
Pureza 267%
Presencia y porcentaje de proteinas
de OMV confirmadas
80 kD (Omp85) 1-4%
70 kD (FrpB) <5%
SDS-PAGE Interna | Clase 1 17-25%
Patron de Proteinas
Clase 3 + FbpA 29-55%
Clase 4 4-10%
Clase § 1-6%
NspA 1-7%
_ 70 kD (FrpB) presents
Concentracion de Valoracion de
Interna | 450-1320 pg/ml
Protelnas Proteinas Lowry
Presencia de proteinas de OMV
confirmadas
Clase 1 (PorA P1.4)
Identidad Western Blot Interna ,
Clase 3 (Serotipo 4)
Clase 5 (Opc)
|LPS3,7,8
L.iquido opalescente, incoloro a
Apariencia Inspeccién visual Interna ligeramente amarillo, libre de
precipitados visibles
pH Potenciometria Ph. Eur./JUSP |7,0-8,3
Prueba cromogénica
Endotoxina/Proteina o Ph. Eur./JUSP | < 1,000 IU/ug
cinética/calculo
Espectrofluorometria/
ADN/Proteina , Interna < 0,010 pg/ug de proteina
calculo
Reaccién y
Desoxicolato/Proteina colorimetria de Interna | 0,1-0,4 ug/ug de proteina
enzimas/calculo
LPS/Proteina RP-HPLC/célculo Interna 0,05-0le 5 pg/yg de prcileina
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Espectrofotometria/
Sacarosa Interna | 2,7-4,1%
célculo
y Filtracion de _
Esterilidad Ph.Eur.  |Estéril
membrana

FbpA: Proteina A de unién a Flbronectina; FrpB: Proteina de la membrana externa regulada por hierro (FetA); JU: Unidades
Internaclonales; LPS. Lipopolisacarido; NspA: Protelna A de Superficle de Nelsserla; OMP: Proleina de la Membrana
Externa ; Opc: Proteina Clase 5 C; OMV: Vesiculas de fa Membrana Externa; Ph. Eur.: Farmacopea Europea; PorA: Porina
A, SDS-PAGE: Electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida; RP-HPLC: Cromatografia liquida de alfo
rendimiento en fase invertida, USP: Farmacopea de los Estados Unides

3.2 Procedimientos Analiticos
8e describen en Ias sigulentes tablas los procedimientos anaiiticos para los intermediarios y el granel
estéril de OMV,

Tabla 4 Apariencla

Muestras de Prugba Grane! Estéril (liberacidn y estabilidad)
Contenidos de un minimo de tres dispensadores se examinan

contra un fondo negro para evaluar la transparencia o claridad, y
Descripcion de la contra un fondo blanco para evaluar la coloracion; ambos

Valoracion examenes se llevan a cabo bajo condiciones de [uz difusa, La
prueba es satisfactoria si el liquido es opalescente, incoloro a
ligeramente amarillo, y libre de precipitados visibles.

Tabla 5 Desoxicolato

Muestras de Prueba Granel Esteéril

Para generar una curva de calibracién, un estandar simple de

DOC se prepara a concentraciones que oscilan de 6,25 a 50,0

Kg/ml. Se diluyen muestras de prueba para que caigan dentro de

la curva de calibracion de DOC y se preparan por triplicado. Un

blanco se prepara con agua, por duplicado. Un segundo grupo de

estandares de DOC, blancos, y muestras de prueba, para cada

punto en la curva de calibracion, se preparan para servir como

controles negativos.

Descripcion de la A cada grupo de estandares, blances, y tubos de prueba, se

Valoracion agregan los reactivos 3¥c1-HSD, NAD+, y diaforasa). Al segundo

grupo que sirve como los coniroles negativos, Unicamente se

agregan diaforasa y NAD*. Todos los tubos se agitan por vortex v
se colocan en un bafic de agua a 37 £ 1°C durante 15 % 1

minutos. Luego de la incubacién, se agrega una cantidad

especificada de HCl 200 mM, los tubos se agitan por vértex, y se

leen con el espectrofotometro luego de 15 minutos. La

absarbancia se lee a una longitud de onda dg 540 nm. En primer
Jugar, espectrofotémetro se calibra por el u /d%l control neggf
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blanco y se leen las absorbancias de todos los controles- i
negativos, Ei espectrofotometro se calibra por el uso del blanco v,
luego, se leen las absorbancias de fodos los estandares y las
muestras de prueba. La absorbancla de cada control negativo se
sustrae de su estandar y muestra correspondiente. La
concentracion de DOC en la muestra se determina por
comparacién con la curva de calibracién, Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de
la corrida analitica,

Tabla 6 ADN

Muestras de Prueba

Grane! Estéril

Descripcion de ia
Valoracion

.

Se diluyen muestras de prueba en tampoén de dilucion a una
concentracion aproximada de 100 pg/ml de proteina y se tratan
con SDS y proteinasa-K a 56 + 2°C durante un minimo de 16
horas. Luego, las muestras se diluyen (de ser necesario) a
diluciones validadas/optimizadas. Una muestra enriguecida
también se prepara para cada muestra.

E! ADN del Estandar de Referencia y todas las muestras de
prueba, muestras de prueba enriquecidas y controles negativos
(tampdn de dilucién) y confroles negativos enriquecidos se
desnaturalizan por el calentamientc a 105 £ 5°C durante un
minimo de 15 minutos.

Para generar una curva estandar, se preparan dos diluciones
seriales de dos veces la cantidad del ADN desnaturalizado del
Estandar de Referencia, de 400 a 6,3 pg/ml. Las muestras, la
curva estandar y los controles se incuban con el reactivo de
marcacion, que consiste en anficuerpo anti-ss-ADN conjugado con
la enzima ureasa, proteina £. coli de unidn en hebra simple
biotinilada, y estreptavidina, a 37 = 1°C durante 60 £ 5 minufos.
Luego, el complejo formado se filtra a través de una membrana
adhesiva de nitocelulosa biotinilada y se lava para eliminar el
complejo no unido residual. El adhesivo se coloca en la cavidad
del lector que contiene la solucién de sustrato (urea). La hidrolisis
de urea por la enzima ureasa cambia el pH local, que cambia la
superficie potencial sobre el sensor. La tasa de cambio en la
superficie potencial es proporcional a la cantidad de ADN. Este
cambio s& monitorea en forma cinética y las mediciones cinéticas
se analizan por la computadora y se cuantifican contra la curva
estandar. Se verifican los criterios adecuadop de idoneidad @
‘sistema para confirmar la validez de la corrida
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Tabla 7 Endotoxina

Muestras de Prueba Granel Concentrado Estéril {liberacion v estabilidad)
| Se lleva a cabo en la prueba de rutina una prueba de
inhibicion/aumento. Las muestras se diluyen y dos pocllios que

contienen muestra se enriquecen con una cantidad conocida de
endotoxina por propositos de revisidn de factores interferentes. La
curva estandar se prepara a partir de una solucién estandar de
endotoxina de control (CSE) incluida en el kit comercial, Para
generar fa curva estandar, se llevan a cabo cuatro diluciones
seriales en diez veces de CSE, comenzando en una concentracidn
de CSE de 50 1U/ml,

Descripcién de la
P La muestra y las diluciones de la curva estandar y el control

Valoracién
negativo se siembran en una placa de microtitulacién de 96

pocillos y se preincuban durante 10 minutos a 37 £ 1°C. Luego de
la adicién del reactivo LAL a cada poclllo, las placas se agitan
durante 30 segundos a 37 & 1°C antes de la medicidn. La
absorbancia se lee a una longitud de onda de 405 nm y las
concentraciones de muestra se calculan a partir de los tiempos de
reaccidn respectivos contra una curva estandar. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la
validez de la corrida analitica.

Consistenciaa Ph. Eur. Capitulo 2.6.14 Endotoxinas Bacterianas

Farmacopeas USP NF <85> Prueba de Endotoxinas Bacterianas

Tabla 8 Identidad
Muestras de Prueba Granel Concentrado Estéril

La muestra y las concentraciones estandar se ajustan con tampén
| de muestra a una concentracion nominal y se tratan con un agente
| reductor. La muestra se somete a desnaturalizacidn por
calentamiento antes de la carga sobre el gel de poliacrilamida, Una
aplicacion simple de estandar, muestra, control negativo (tampén),
y estandar de peso molecular se agrega al gel, y se separa por
Descripcion de la electroforesis (separacién en un campo eléctrico). Luego de la
Valoracién electroforesis, cada gel se transfiere sobre una membrana de
nitrocelulosa, transfiriendo las proteinas separadas por aplicacion
de una corriente eléctrica.
Luego, la membrana se incuba con una solucién bloqueante para

reducir la unidn no especifica, Luego, la membrana se sondea con
anticuerpos especlficos principales a antfge OMV, Se ag&a.

%I\anticuerpo secundario, seguido por ung/s 'We
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lavado y la solucion de desarrollo (que contiene el sustrato para 4 i
tincion basada en enzimas de las bandas de proteina especificas).
La identidad de muestra se confirma por la intensidad y migracién
comparables de las bandas coloreadas al estandar de referencia
de OMV correspondiente. Se verifican los criterios adecuados de
idoneidad del sistema para confirmar la validez de la comida

analltica.
Tabla 9 Contenido de LPS
Muestras de Prueba Granel Estéril

Para generar una curva de calibracidn, se preparan cinco
concentraciones, que oscilan de 046 a 7,40 nmol (que
corresponde a 0,1 — 1,6 pgivial), del estandar de referencia, 3-OH-
12:0 en acetonitrilo y una concentracién especificada simple del
Estandar Interno, 3-OH-13:0. Se lleva a cabo una serie de pasos
de preparacion para cada muestra y estandar de referencia de
control positivo. El primer, la homogeneizacion, se lleva a cabo via
la sonicacion del material. Las muestras y el estandar de
referencia se dividen en alicuotas en cuatro tubos de ensayo
repetidos, a los que se agrega etanol fric y NaCl, y los tubos se
colocan a —20°C o hasta el dia siguiente para precipitar. Luego,
los tubos de ensayo se cenfrifugan a 4°C durante 10 minutos; los
pelets se lavan con etanol 70% y se recentrifugan. El paso de
hidrdlisis se lleva a cabo por la adicion de TFA a cada tubo de
ensayo; que libera LPS por hidrélisis de acido. Un blanco de

Descripcion de la L -
reaccion, ciego, se prepara en paralelo a las muestras y

Valoracion , , ,
gstandares de referencia, para verificar la presencia en el
cromatograma de picos de reactivos de reaccion. El Estandar
Interno, 3-OH-13:0, se agrega a la muestra en el paso de hidrélisis
para medir la pérdida de &cidos grasos especificos de LPS durante
los pasos de preparacion posteriores. Todos los tubos se colocan
en un homo a 100 = 5°C, durante 17 horas, y luego se enfrfan a
temperatura ambiente. Luego, las muestras hidrolizadas se
purifican y concentran por el paso a través de una columna en fase
sélida. Las muestras, los estandares de referencia y calibracion se
someten a un paso de derivatizacion en el que se agregan
bromoacetofenona y trietilamina. El material se coloca en un homo
a 100 £ 5°C, durante 15 minutos, luego de lo que se agrega acido
acetico y se lleva a cabo un tratamiento térmico adicional {a 100 %
§°C, durante 5 minutos).

Una repeticidn del estandar de referenci@ }omvurra-muestra
ﬁ\\ Pt
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de prueba de adecuacion del sistema (SST) para evaluar &l |
desempefio de la separacién del sistema cromatogréfico; la fase
movil (acetonitrilo) sirve como el blanco. La columna se equilibra
con la fase movil antes del uso, Cada secuencia de inyeccion
Incluye una inyeccidn del blanco al comienzo de la secuencia, &l
estandar de referencia para verificar [a sensibilidad del sistema de
deteccion. Las muestras de calibracién se inyectan una sola vez
para obtener la curva de calibracion, seguido por cuatro
repeticiones de las muestras de prueba y los controles positivos
restantes y el clego. La columna se opera a las condiciones
validadas, con deteccién de absorbancia de UV a 240 nm para

| todas las muestras y estandares de referencia excepto para la

idoneidad del sistema SST, que se lee a una absorbancia de 254
nm. Se llevan a cabo analisis utilizando sistema de evaluacion de
datos Empower Waters {0 equivalente), La curva de callbracion se
construye por la interpolacién de la cantidad de 3-OH-12:0 versus
la proporcidn 3-OH-12:0 - 3-OH-13.0 de la altura del pico. La
cantidad de 3-OH-12:0 en la muestra se determina a través de fa
misma proporcion (3-0H-12:0/3-0H-13:0) que se calcula en forma
automatica por el software.

La concentraciér; de LPS se calcula en forma automatica de
acuerdo con una formula especifica que toma en cuenta la relacion
entre los cidos grasos (3-OH-12:0) y LPS, es decir, 2 moles de 3-
OH-12:0 por mol de LPS. . Se verifican los criterios adecuados de
idoneidad del sistema para confimar la validez de la corrida
analitica.

Tabla 10 pH

Muestras de Prueba

Granel Estéril (liberacion y estabilidad)

Descripcion de la
Valoracion

El medidor del pH se calibra en tres puntos estandar (por ej., pH 4,
pH 7,y pH 10}, El electrodo se lava antes de la inmersidn en cada
una de las soluciones de tampon estandar. Luego de la
calibracion, se lleva a cabo una prueba de control por el uso de los
estandares de pH 9 y pH 6, La calibracidn se considera vélida si
las lecturas del estandar de control estan dentro de un rango de
tolerancia de + 0,02 unidades de pH segln lo comparado con el
valor certificado para cada estandar. Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de
la corrida analitica.

Consistencia a
Farmacopeas

<7 H Al A
USP 784> p
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Tabla 11 Concentracién de Proteinas (Valoracién Lowry)

Muestras de Prueba

Granel Estéril {liberacién y estabilidad)
Controles durante el proceso (referencia Seccidn 2.5 Controles de
Pasos Criticos e Intermedios)

Descripcion de la

Valoracion

Para generar la curva estandar, se prepara BSA, por triplicado, a
concentraciones que oscllan de 12,5 a 112,5 ug/ml, Una estandar
de BSA se prepara a una concentracion de 125 wg/mi. Cada
muestra de proteina se diluye por triplicado para que calga dentro
de la parte central de la curva estandar de BSA. Un blanco ss
prepara, por duplicado, con agua. 7

Las proteinas de muestra, los estandares de BSA y el blanco se
trata con sulfato de cobre alcalino en presencia de tartrafo, que
causa una reaccion que produce iones de cobre. El reactivo de
fenol de Folin-Ciocalteu diluido se agrega a cada tubo, se agita por
vortex e incuba durante 60-120 minutos a temperatura ambiente.
Los contenidos se transfieren a una cubeta y se mide la
absorbancia a 750 nm. La conceniracién de proteinas se calcula
por la comparacién de fa densidad dptica {OD} de la solucién de
proteina con la OD de los estandares de proteina de BSA. Se
verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema para

confirmar la validez de la corrida analitica.

Tabla 12 SDS-PAGE

Muestras de Prueba

Granel concentrado (determinacion de pureza, para pruebas de
liberacidn y estabilidad)

Descripcion de la
Valoracion

El estandar de referencia de OMV se diluye con tampén de
muestra que contiene agente redactor, se calienta, y agrega a los
pociflos adecuado. Se diluyen muestras de prueba en tampén de
muestra y agente reductor para dar un rango de concentracion
especificado de proteinas totales por pocilio; las muestras se
calientan y se aplican, por duplicado, 2 los pocillos. Una mezcla
calentada de PBS, tampén de muestra, y agente reductor sirve
como el blanco, o control negativo. Un estandar de peso molecular
bajo se incluye en cada operacién de validacion. Las muestras por
duplicado y el estandar de referencia de OMV, a lo largo con una
carril Unico para el marcador del peso molecular y el blanco, se
cargan sobre el gel SDS y se someten a electroforesis.

Para visualizar las bandas, el gen se tifie con azul de Coomassie
en solucién de alcohol y se destifie por el UT de una mezcla di

?/t%nsitémetro. Lo

alcohot y &cido acético. El gel se barre con
P
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