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antigenos de fa proteina de referencia para la vacuna OMV se
proporcionan a continuacion. La pureza se expresa como el
porcentaje de cada antigeno de proteina obtenido por el céleulo
del area de cada banda de proteina comparada con la intensidad
densitométrica para la totalidad de la muestra. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar [a
validez de la corida analitica,

Antigenos de la Proteina de Referencia de la Cepa de Nueva
Zelanda de OMV;

80 kD (OMP 85)

70 kD (FrpB)

Clase 1

Clase 3 + FbpA

Clase 4

Clase 5

NSpA

Tabla 13 Esterilidad

Muestras de Prueba

Grane! Estéril

Descripcion de la

Valoracion

La prueba de esterilidad se lleva a ¢abo via filtracion de membrana
por el uso del sistema de Millipore Steritest con recipientes
cerrados. Una bomba peristaltica transfiere directamente la
muestra de prueba (30 ml) via una tuberia cerrada, en dos

| recipientes sellados que contienen membranas de 0,45 um

ubicadas en el fondo de los recipientes. El liquido de prueba se
filtra a través de las membranas, atrapando los contaminantes en
la misma, Luego de los pasos de filtracion y enjuague, se
introducen 100 mi de medio tioglicolato fluido (FTM) o medio de
digerido de caseina de soja SCDM en los recipientes adecuados a
través de la tuberia cerrada.

Se incuban recipientes de muestras que contienen FTM y SCDM y
recipientes de control negativo (Caldo Tripeina Soja Estéril, TSB) a
30-35°C (FTM) o a 20-25°C (SCDM), durante un minimo de 14
dias. Los recipientes se examinan, como minimo, los Dias 3, 7, y
14 por evidencias de crecimiento microbiano. La prueba se
considera valida si los controles negativos no muestran signos de
crecimiento microbiano.

Consistencia a

Farmacopeas

Ph. Eur. Capitulo 2.6.1 Esterilidad

USP <71> Pruebas de Esterilidad i )
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Tabla 14 Sacarosa

Muestras de Prugba Granel Esteril
Una curva estandar se genera por el uso de cinco diluciones del
estandar de sacarosa (12,5, 25, 50, 100, y 150 pg/ml) preparadas
en HCl. La muestra se utiliza dentro de las 0,5-4 horas fras su
retiro del refrigerador; se diluye en HCI a una concentracién de
sacarosa que cae denfro del rango de [a curva estandar, Una

muestra separada se enriquece a 25 ug/ml con la solucién de
estandar de referencia. HC! 4N sirve como el blanco. Un lote
calificado que contiene una cantided conocida de sacarosa se
utiliza como control positivo.
Se agrega una cantidad flja de solucién de resorcinol a todos los
tubos (blancos, estandares, muestras, muestras enriquecidas, y
Descripcién de la control positivo, todos por duplicado); todos los tubos se agitan con
Valoracién vortex, y Iuego se colocan en un bafio de agua en ebullicién
durante 15 + 1 minuto. Los tubos se enfrian a temperatura
ambiente en un bafio de hielo y una cantidad especifica se
fransfiere a un segundo tubo al que se agrega etanol 96%. Los
tubos se agitan por vortex y la absorbancia se lee a una longitud
de onda de 480 nm. Las densidades opticas (OD) para cada
concentracion de estandar de referencia se ufilizan para construir
la curva estandar. La concentracién de sacarosa, en ug/ml, en las
muestras de prueba se extrapola de la curva estandar y se
expresa como % de g/ml de sacarosa, Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de

la corrida analitica,

3.3 Justificacién de las especificaciones

La justificacion de las especificaciones para la elaboracién del Granel Concentrado de vesiculas de ia
membrana externa (OMV) se proporciona a continuacion.
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Justificacion de Especificaciones para la Elaboracién del Granel Concentrade7".:

de OMV

Prueba

Método de
Anélisis

Especificacion

Justificacion de Especificacion

Patrén de

proteinas

Pureza

SDS-PAGE

Muestra visualmente
comparable al estandar de
referencia.
Los siguientes antigenos
estan presentes dentro de
los rangos especificados a
continuacion, con base en
anélisis densitométricos:
80 kD (Omp85) 1-4%
70 kD (FrpB) presente y
< 5%
17-25%
29-55%
4-10%
1-5%
1-7%

Clase 1

Clase 3 + FbpA
Clase 4

Clase 5

NspA

Las especificaciones son similares a Ias
especificaciones originales para las
vacunas MenBvac y MeNZB, para las que
existe una experiencia clinica y de
elaboracion extensiva. Cuando el proceso
NZ de OMV se adapto del proceso
MenBvac, se mantuvieron las
especificaciones de liberacion del original.
En 2008, se llevé a cabo una revision
estadistica de los datos de liberacion del
patron de proteinas sobre todos los lotes
a escala de elaboracion de OMV NZ
producidos tanto en Siena (antes y
después de la mejora) como en Rosia.
Como un resultado de esta revision, los
limites para los anﬁgenos Clase 4 y 70 kD
se revisaron e implementaron entre 2008
y 2009.

Se llevé a cabo un analisis estadistico
adicional en 2011 con base en 74 lotes de
OMV elaborados de 2005 a 2010. Como
un resultado de esta revision, los limites
para los antigenos Clase 1, Clase 3+
FbpA y Clase 4 se revisaron para que se
alineen ain méas con los valores
observados en los Ensayos Clinicos.

2 67%

La especificacion de pureza global se
ajusta con base en el historial clinico y de
elaboracion sustancial y reconoce la
contribucién de las proteinas de la
membrana externa (OMP) a la
inmunogeneicidad global del principio
activo de OMV. El limite se revisé en
2011 con base en un analisis estadistico
de 74 lotes de OMV elaborados de 2005
a 2010 para que se giineen alin més c n |

los valores observ 9&@ en los Ensayos
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Tabla 15
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Justificacién de Especificaciones para la Elaboracion del Granel Concentradd-”

de OMV

Prueba

Método de

Analisis

Especificacion

Justificacion de Especificacién

Patrén de

proteinas

Pureza

SDS-PAGE

Muestra visualmente
comparable al estandar de
referencia.
Los siguientes antigenos
estan presentes dentro de
los rangos especificados a
continuacion, con base en
analisis densitometricos:
80 kD {Omp85) 1-4%
70 kD (FrpB) presente y
<5%
17-25%
29-55%
4-10%
1-5%
1-7%

Clase 1

Clase 3 + FbpA
Clase 4

Clase 5

NspA

Las especificaciones son similares a las
especificaciones originales para las
vacunas MenBvac y MeNZB, para las que
existe una experiencia clinica y de
elaboracion extensiva. Cuando el proceso
NZ de OMV se adaptd del proceso
MenBvac, se mantuvieron las
especificaciones de liberacion del original.
En 2008, se llevd a cabo una revision
estadistica de los datos de fiberacién del
patron de proteinas sobre todos los lotes
a escala de elaboracion de OMV NZ
producidos tanto en Siena (antes y
después de la mejora) como en Rosia.
Como un resultado de esta revision, los
limites para los antigenos Clase 4 y 70 kD
se revisaron e implementarcn entre 2008
y 2009.

Se llevé a cabo un andlisis estadistico
adicional en 2011 con base en 74 lotes de
OMV elaborados de 2005 a 2010. Como
un resultado de esta revision, los limites
para los antigenos Clase 1, Clase 3+
FbpA y Clase 4 se revisaron para que se
alineen adn mas con los valores
observados en los Ensayos Clinicos,

2 67%

™,

La espacificacién de pureza global s
ajusta con base en el historial clinico y de
elaboracién sustancial y reconoce la
contribucidn de las proteinas de Ia
membrana externa (OMP) a la
inmunogeneicidad global del principio
activo de OMV, El limite se revisé en
2011 con base en un anélisis estadlstico
de 74 lotes de OMV elaborados de 2005
a 2010 para que se alineen alin més of n
los valores observ;E en los Ensayos
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Prueba

Método de

Analisis

Especificacion

Justificacién de Especificacion

Clinicos.

Concentracion
de proteinas

Valoracion de
Proteinas

Lowry

450-1320 pg/ml

El principio active se formula con base en
el contenido de proteina; la especificacion
mas baja se mantiene para asegurar gue
no se permiten pérdidas excesivas
durante la filtracién estéril. Si se halla que
las concentraciones de proteinas estan
por encima de la concentracién objetivo
durante la resuspension del pelet de
OMV, tal intermediario de proceso se
diluye para que caiga dentro del rango
objetivo para concentracion de proteinas
antes de un procesamiento adicional.

identidad

Western Blot

Clase 1 (PorA P1.4)
Clase 3 (Serotipo 4)
Clase 5 (Opc)
LPS3,7,9

Western blotting se lleva a cabo por el
uso de un panel de anticuerpos
seleccionado contra antigenos
especificos en la OMV y también se
diferencia entre las cepas Noruegas y NZ
de N. meningitidis. Los anticuerpos contra
proteinas Clase 1y 3 son especificos
para la cepa NZ mientras que los
anticuerpos monocionales dirigidos contra
proteinas Clase 5 y LPS reaccionan con

ambas cepas, de Nueva Zelanda

(NZ98/254) y Noruega (44/76).

Apariencia

Inspeccion
visual

Opalescente, incoloro a
ligeramente amarillo, libre

de precipitados visibles

La naturaleza vesicular de OMV confiere
una apariencia opalescente al principio
activo y este aspecto de la apariencia se
ha cbservado en forma consistente
durante la elaboracion. Como
consecuencia de un pedido de las
autoridades regulatorias en 2011, se
corrigio la especificacion para incluir una
prueba para |a ausencia de precipitados
visibles.

Potenciometria

La espacificacion se base en la capacidad
del proceso con respecto al lavado del

pelet de OMV luego d L
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Método de
Andlisis

Prueba

Especificacion

Justificacion de Especificacion

Prueba
Endotoxina/

. cromogenica
Proteina

cinética/caleulo

< 1,000 IUfug

La especificacion propuesta se basa en
un analisis estadistico de 74 lotes de
OMV elaborados desde 2005 hasta 2010
yes 10 veces menor que las
especificaciones aplicadas inicialmente
de 10000 EU / mg que se encontraron
seguras y aceptables para MeNZB y 20
veces menor que fa especificacion para
MenBvac.

Si bien e! tratamiento con desoxicolato de
N. meningitidis reduce sustancialmente Ia
cantidad de endotoxina en el principio
activo de OMV, algunas endotoxinas
permanecen asociadas con las OMPs
(proteinas de membrana externa). El LPS
asociado con protefnas o vesiculas
unicamente produce 2% del efecto
pirogénico en comparacion con la
cantidad correspondiente de LPS libre
(Rosengvist et al, 1998).

Espectrofluore
ADN/Proteina metria/
caiculo

= 0,010 pgiug de proteina

|.a especificacién propuesta para ADN
residual es comparable al limite para
Acido Nucleico especificado en fa
Farmacopea Europea para los
componentes polisacéridos de Vacuna
Conjugada 01/2008:1219 Haemophilus de
Tipo B corregida 6.0y Vacuna Conjugada
01/2008:2112 Meningocéelca de Grupo C
corregida 6.0 (no mas que 1,0%,
calculado con respecto al polisacérido
seco) y el principio activo en la Vacuna
Polisacarida Meningocécica
01/2008:0250 {no mas que 10 mg de
acidos nucleicos por gramo de
polisacarido purificade, calculado con
respecto a la sustancia seca).

Desoxicolato/

Reaccién y
Proteina

colorimetria de

0,1-0,4 ug/ug de proteina

Se requiere desoxicolato para la
inactivacion deN,yneningitides, est

mejora la solubflidad e inmu jcidad

¥
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Método de . . i a2
Prueba Especificacion Justificacion de Especificacion
- Analisis

enzimas/calculo de las OMPs (proteinas de membrana

| externa). Todas los lotes histéricos han
cumplido la especificacion de calidad del
producto dentro de una media de valor de

0,2 pg/ug de proteina

Las especificaciones son similares a fas
especificaciones originales para las
vacunas MenBvac y MeNZB, para las que
existe una experiencia clinica y de
elaboracion extensiva. De acuerdo con la
literatura, LPS permanece asociado con
los antigenos en las vesiculas de OMV en
el rango de 5-9% relativo a la proteina,
pero su pirogeneicidad se reduce
drasticamente dada su incorporacion en
la OMV y la posterior adsorcion sobre
RP-HPLC/ 0,05-0,15 pgiug de hidroxido de aluminio. Sobre la base de
calculo proteina los datos informados en los datos

LPS/Proteina

experimentales y de la fiteratura con
relacién a los lotes MenBvac producidos
en NIPH, se ajusto un rango de 0,04-0,12
Hg de LPS por ug de proteina. Durante el
desarrollo del proceso de produccién,' fue
necesario revisar el rango original del
producto OMV de la cepa de Nueva
Zelanda, Por lo tanto, se ha llevado a
¢abo un analisis estadisticos de datos y
se ha establecido un nuevo rango de
0,05-0,15 ug de LPS por g de proteinas.

La especificacién para sacarosa se basa
Espectrofluoro ,
, en la capacidad del proceso con respecto
Sacarosa metria/ 2,7-4,1%
al lavado del pelet de OMV luego de
céleulo o
ultracentrifugacion,

N Filtracion de , La prueba es del compendio y cumple
Esterilidad Esteril o
membrana con los requerimientos de Ph. Eur.y USP,

FbpA: Proteina A de unién a Fibronectina; FrpB: Protelna de la membrana externa regulada por hierro (FetA); IU: Unidades
Internacionales; LPS: Lipopolisacérido; NIPH: Instituto Noruego de Salud Plblica; N. meningftidls: Nelsseria maningitiolls;
NspA: Protelna A de Superficie de Neisseria; OMPs: Profeinas de la Membrana Externa; OMV: Vesiculas de 1a Membrana
Externa; Opt: Protelna Clage 5 C; Ph, Eur. Farmacopea Europea; PorA; Porina A; RP-HPLC; Cromatografia liquida ea!to
rendimiento en fase invertida; SDS-PAGE: Electroforesis en gel de dodecil sulfato dp sodio-poliacriamida; :
Farmacopea de los Estados Unidoes
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4) VALIDACION PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

La sintesis para la validacion de procedimientos analiticos para el granel concentrado y el recipiente

terminado se describe en la siguiente seccion.
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