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del peso molecular y estandares de referencia se agregan a los
pocllios adecuados del gsl SDS y se somaten a electrofores's,

Para la evaluacion de las tres protelnas recombinantes, tres
cantidades de estandar de referencia compuesto por acervos de
proteinas recombinantes de fusion NHBA, NadA, y de fusion
fHbp se operan, junto con antigeno de Estandar de Veslculas de
la membrana externa (OMV) correspondiente a 10% de vacuna
no absorbida, sobrenadante de vacuna no enriquecido,
sobrenadante de vacuna enriquecido con una. cantidad
correspondiente a 5% de vacuna no absorbida de acervos de
proteinas recombinantes, y el marcador de PM. Para la
evaluacion del antigeno de Vesiculas de la membrana externa
(OMV), tres cantidades de estandar de referencia compuestas
por antigeno de Vesiculas de la membrana externa (OMV) se
operaron, junto“con 10% de acervo de proteina recombinante,
sobrenadante de vacuna no enriquecido, sobrenadante de
vacuna enriquecido con antigeno de Estandar de Vesiculas de la
membrana externa (OMV) correspondiente a 5% de vacuna no
absorbida, y el marcador de PM, Para visualizar las bandas, el
gel se tifie con azul de coomassie y se destifie. El gel se barre.
Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema
para confirmar la validez de la corrida analitica.

Tabla 17 Prueba para Hidroxido de Aluminio - Titulo, Homogeneidad, & Uniformidad de

Contenido
Granel Final (solo titulo)
Muestras de Prueba Producto llenado (titulo, uniformidad de contenido, y
homogeneidad)
Estandares y Controles de Solucidn Estandar de Aluminio, certificada
Referencia Blanco: Agua, titulada como para el procedimiento

Las muestras deben utilizarse 0,5-4 horas después de ser
retiradas del medio de refrigeracion y deben homogeneizarse
antes del procesamiento. Cada blance (agua), control positivo,
y muestra se digiere en una mezcla de cido sulfarico y acido
Descripcién de la Valoracién | nitrico, se calienta hasta que la solucién esté clara, y se enfrfa
a temperatura ambiente. Los tubos se colocan en el titulador
automatico. El pH se ajusta en forma automética y se agregan
cantidades definidas de EDTA y sulfato de cobre y se lleva a

cabo la titulacion.
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La uniformidad de contenido se lleva a cabo sobre dieﬂz'f T
recipientes diferentes del mismo lote y se promedia; el rango
formado por el promedio deberfa ser + 15%. La homogeneidad
se lleva a cabo por duplicado sobre un acervo obtenido de un
minimo de diez recipientes recolectados en fases diferentes de
lenado (comienzo, mitad y fin del llenado). La Homogeneldad
Porcentual se calcula como (valor méximo - valor minimo) +
por concentracion teérica x100. El titulo se determina por
duplicado a partir de cada muestra de granel final y los
resultados se promedian. El titulo del producto llenado se
determina por el calculo del promedio de los tres valores de
homogeneidad.

Los controles positivos y los blances se analizan a lo largo de
la secuencia analitica. Los controles positivos al comienzo de
la secuencia sirven como controles de adecuacion del sistema.

Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema

para confirmar !a validez de la corrida analitica.

Tabla 18

Prueba de [dentidad de Antigenos

Muestras de Prueba

Producto llenado

Producto Empacado

Descripcion de la Valoracion

Muestras de vacunas se separan del adsorbente via un
tampodn de extraccion que contiene SDS y Ditiotreitol (DTT), se
calientan, y luego se centrifugan; las proteinas extraidas se
ubican en el sobrenadante luego del paso de centrifugacion.
Para cada uno de los cuatro antigenos, el marcador de PM, 1
Mg de estandar de referencia aplicable, y el extracto de vacuna
(en una cantidad comparable al estandar) se cargan sobre el
gel de poliacrilamida. Ademas, para la proteina recombinante
NadA Unicamente, 1 g de estandar de referencia, estresado a
37°C durante dos meses, también se aplica al gel para la
evaluacion de resultados de estabilidad.

Las proteinas se separan por electroforesis (separacién en un
campo eléctrico). Luego de la electroforesis, cada gel se
transfiere sobre una membrana de transferencia, transfiriendo
las proteinas separadas. Los blots se prefratan con una
solucion de blogueo que contiene detergente durante
30 minutos a temperatura ambiente (TA) para evitar la unién
no especifica, Luego, las membranas se sondean con
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secundario se agrega a TA, seguido por una serie de pasos dé ‘
lavado y 1a solucion de desarrollo (que contiene el sustrato
para 'a tincion basada en enzimas de las bandas de protena
especificas),

Los Westemn Blots se evalian en forma cualitativa por la

comparacion visual de bandas de muestra al estandar. La
identidad de cada protefna se confirma cuando una banda de
reaccion (que puede ser de intensidad leve) para cada muestra
se alinea con este estandar de referencia correspondiente.
Para la proteina recombinante NadA, una banda también
deberfa alinearse con el estandar de referencia de protelna
recombinante NadA que se estresd a 37°C, vy, de haber
bandas, si bien leves, deberian estar alineadas con el estandar
0 entre los dos estandares (estresado a 37°C y no estresado).
Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema
para confirmar la validez de la corrida analltica,
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Tabla 19 Aspecto

Muestras de Prueba Producto llenado

Los contenidos de un minimo de tres jeringas se examinan
contra un fondo negro para evaluar la transparencia o claridad,
o .. |y contra un fondo blanco para evaluar la coloracién: ambas
Descripcién de la Valoracion o , -
examinaciones se llevan a cabo bajo condiciones de luz
difusa. La prueba es satisfactoria si el liquido es opalescente,

con suspension blanca.

Tabla 20 Biocarga

Granel Final Prefiltrado
Muestras de Prueba
Agua de Enjuague (WFI)

Un volumen especificado de muestra de prueba se filfra a
fraves de un filtro de membrana estéril de 0,45 um. Luego, el
filtro se enjuaga 3 veces con 100 ml de Solucion de Enjuague
{Tampén peptona), y se transfiere en forma aséptica a placas
TSA y SDA. La solucion de enjuague filtrada de la misma
manera que las muestras de prueba sirve como el control
Descripcion de la Valoracién | negativo. Se lleva a cabo incubacién a 30-35°C durante 3-5
dias para las placas TSA y a 20-25°C durante 5-7 dias para
las placas SDA. Al final del periodo de incubacion, se
recuentan las colonias formadas sobre las placas. Si se
detecta crecimiento microbiano, los contaminantes se
identifican e investigan. La prueba se considera vélida si el
control negativo no muestra crecimiento,

Ph. Eur. Capitulo 2.6.12 Examinacién Microbiolégica de
. . Productos No Estériles: Pruebas de Enumeracién Microbiana

Consistencia a Farmacopeas o
USP Capitulo <61> Examinacion Microbioldgica de Productos

No Estériles; Pruebas de Enumeracién Microbiana

Tabla 21 Endotoxina

Muestras de Prueba Producto llenado

| Para generar la curva estandar de tres puntos, se llevan a cabo
o diluciones seriales en diez veces de la Endotoxina Estandar de
Descripcion de la

Valoracion Referencia (RSE, USP o equivalente) en agua reactivo para LAL ,

comenzando en una concentracion de RSE de 50 1U/m!. Notese

que cada dilucion debe agitarse en mezclador de vértice durant}-:v
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aproximadamente 1 minuto antes de preparar la dilucién siguiente, f L
Se genera Una curva estandar separada para cada operacion,

Se pretratan muestras de prueba segin su método validado
respectivo. Las muestras de prusba de la vacuna Bexsero se
prueban en duplicado en tres sesiones analiticas separadas, que
dan lugar a seis determinaciones individuales por muestra,

Las muestras se diluyen 1/10000 en agra reactivo para LAL: las
muestras utilizadas para la primera dilucion se agitan en
mezclador de vortice durante 15 segundos y durante dos
segundos para cada dilucion posterior, El pH de la solucién de
prueba debe caer dentro del rango de 7,0-8,0. Para verificar |a
presencia de factores interferentes, en cada determinacién, la
muestra se adiciona con 10 il de solucién RSE (0,051U/ml), Las
muestras enriquecidas sirven como controles positivos y se
prueban contra las muestras de prueba no enriquecidas. El agua
reactivo para LAL libre de pirégenos utilizada para la preparacion
de muestras sirve como el blanco o control negativo,

Todas las diluciones de la endotoxina estandar de control, las
muestras de prueba, las muestras enriquecidas, y los controles
negativos se operan por duplicado en una placa de microtitulacion,
y se preincuban antes de la adicion del reactivo LAL (lisado) a
cada pocillo durante 10 minutos a 37 + 1°C. Luego de la adicion
del reactivo lisado LAL, las placas se agitan durante 30 segundos

a 37 = 1°C antes de la medicion,

La absorbancia se iee a una longitud de onda de 405 nm vy las
concentraciones de muestra se calculan a partir de los tiempos de
reaccién respectivos confra una curva estandar. La cantidad de
Endotoxina se calcula a partir de la media geométrica de los
puntos vélidos de las sels determinaciones. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar ia
validez de la corrida analitica,

Consistencia a Ph. Eur. Capitulo 2.6.14 Endotoxinas Bacterianas
Farmacopeas USP-NF <85> Prueba de Endotoxinas Bacterianas
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Tabla22 Inmunlzacién de Ratén - Valoraclén de Potencia Relativa de Dilucid

Mditiple de CD1

Muestras de Prueba

Producto llenado

Lineas Celulares y Animales de
Prueba

Cepa de Ratén CD-1, 5-8 semanas de edad al momento de
la inoculacion, de una granja de cria calificada

Estandares y Controles de
Referencia

Estandar de Referencia; Lote Tetravalente de MenB
Calificado

Descripcién de la Valoracion

La inmunizacién de ratones se lleva a cabo después que
finaliza un periodo de cuarentena y aclimatacién. Se utilizan
ocho ratones para cada ditucién de la muestra y la vacuna
de referencia a inyectar. Ademas, cinco ratones se tratan
con solucién salina como control negative en la prueba,
Cada raton se inyecta por via Intraperitoneal (IP) con un
volumen de dosis de 0,5 ml de muestra, estandar o control
negativo segln el grupo definido. Se preparan seis (6),
diluciones seriadas de cuatro veces de la vacuna de
referencia y de prueba mediante dilucién en solucion salina
o diluyente de Bexsero. Sdlo las diluciones 3, 4, 5y 6 de las
vacunas de referencia y de muestra se utilizan para la
inmunizacién de ratones; las diluciones 1 y 2 se desechan.
Los ratones se inmunizan en los dias 0, 21 y el sangrado
final se lieva a cabo en el dia 34-36. El sangrado final y la
preparacion de sueros se realizaron de acuerdo con el
procedimiento .Un segundo curso de inmunizacion se lleva
a cabo siguiendo el mismo procedimiento descripto
anteriormente. Todos los sueros derivados de fa primera y
segunda  corrida  se  analizan  usando  un
enzimoinmunoensaye (ELISA}) de acuerdo con los
procedimientos. Todos los animales deben ser mantenidos
en buen estado de salud durante toda la duracion de la

prueba,
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