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3.2.3 Conclusiones de la validacién de cinética de inactivacion en E11
Se cumplieron los criterios de aceptacién predeterminados para el estudio de los 3 lotes, y
los diversos momentos analizados. Aungque el numero total de muestras se redujo durante el
estudio, los datos demuestran de forma fiable la inactivacién completa de N. meningitidis a
Tiempo 0 usando desoxicolato a la concentracion utilizada en el proceso. La consistencia

del proceso ha sido demostrada para este paso con respecto a la inactivacion.

3.3 Estudio de Robustez de cinética de inactivacién - TR 250708-01
3.3.1 Resumen
Se realizd un estudio adicional de cinética de inactivacién para demostrar la robustez del

proceso de inactivacién. Los materiales utilizados en el estudio fueron proporcionados por el
departamento de produccién (material de corrida de prueba a escala completa), y el estudio
en si mismo se llevé a cabo en los laboratorios de control de calidad. Se sembraron
muestras de la material de fermentacién y se trataron con diversas concentraciones de
Tampon A1, y el tiempo de contacto varié desde 0 hasta 20 minutos.

Las pruebas de inactivacién se llevaron a cabo de acuerdo con el procedimiento de la
empresa sobre placas con medio Mueller Hinton. Para cada momento (y Concentracion de
tampén A1) se inocularon cinco (5) placas con 0,1 mly cinco placas con 0,01 ml de caldo de
fermentacion. Se afadio el agente de inactivaciéon en diversas concentraciones en la misma
proporcién volumétrica que durante fa produccion (1:20)
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3.3.2

Los resultades del estudio para el estudio de robustez de la cinética de inactivacion en los

Resultados

laboratorios de control de calidad se proporcionan en las Tablas 5 y 6 a continuacion.

Tabla 5: Resultados del estudio para el estudio de la robustez de la cinética de

inactivacién (0,1 ml de inoculacién)

Partidade | - Densidad - | Potenciade | Resultados en diversos momentos de
-producto | “decélulas | tampénA | - contacto (deacuerdoa POE 202288). .-
o Dheel  indelal T e Sl
I ‘Mediade | Mediade | ‘Mediade -
_UFClplaca - |- UFClplaca . |- UFClplaca '
' aTe aTiwmn | 8 _Tz'b min
MEB- 6,1 x 10° Normal 0 0 0
TRUNO2 UFC/mI
(inOCU'aCi(’)n Dilucién 1:2 0 0 0
de 0,1 )
Dilucién 1:4 08 0 0
Dilucién 1:8 TNTC TNTC TNTC
MEB- 1,.2x 10° Normal 0 0 0
TRUNOG3 UFC/mI
(inoculacién Dilucién 1:2 0 0 0
de 0,1 mi)
Ditucién 1:4 24 02 0
Dilucién 1:8 TNTC 0 0

TNTC= demasiado numerosos para contar
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Tabla 6: Resultados del estudio para el estudio de robustez de la cinética de
inactivacion (0,01 ml_de'inpculacién)

Partidade. |- f}De"ﬁsid'a'_d' | Potenciade | - Resultados"én_\@ﬁiyéés{g;‘s&mome,ﬁtps;d_e,
 producto. | de células | -tampén A’ contacto (de acuerdo-a.POE-202298} - -
S indeial R . —_—
IR - Mediade | Mediade | Mediade
. | UFClplaca | UFClplaca"| UFC/placa
BT aTo | aTiomm | @Taomn
MEB- 8,1x10° Normal 0 0 0
TRUNO2 UFC/m
(fnocu'aCién Dilucién 1:2 0 ¢ 0]
de 0,01 mi) —
Difucién 1:4 0 0 0
Dilucién 1:8 TNTC TNTC TNTC
MEB- 12x10° Normal 0 0 0
TRUNO3 UFC/mi
(inOCU]aCién Dilucién 1:2 0 0 0
de 0,01 ml)
Dilucién 1:4 0,6 0 0
Dilucién 1:8 TNTC 0 0

TNTC= demasiado numerosos para contar

3.3.3 Conclusiones del estudio de robustez de la cinética de inactivacion
L os resultados demuestran que la concentracion de Tampén A1 utilizado durante el
procese con un tiempo de contacto de 30 minutos es suficiente para lograr la
inactivacion completa del cultivo bacteriano. Por otra parte, una concentracion de
tampon A1 correspondiente al 25% de lo que se utiliza normalmente durante la etapa de
inactivacion conduce a la inactivacidon completa despues de so6lo 20 minutos de
contacto. Basandose en los resultados obtenidos, el proceso es suficientemente robusto
para tolerar un error posible en el volumen de tampén A1 afiadido hasta un 25% del

valor requerido en el procedimiento.

o S.A,
gnostico
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3.4 Validacién del proceso completo (E40 Suite A) - OMVZ/028/40/PVR/03-01
3.4.1 Resumen
Durante el estudio de validacién del proceso de elaboracién de OMV en E40 (Suite A de

Rosia}, la fase de concentracién e inactivacién fue validada de acuerdo con pardmetros
definidos del proceso, y se confirmé con los atributos de calidad relacionados.
El estudio demostré que a lo largo de las 5 partidas ejecutadas, |a etapa de inactivacién se
realizé de una manera consistente, e inactivé efectivamente a N. meningitidis.

3.4.2 Resultados ,
Los resuliados de la validacion para la etapa de concentracion e inactivacion de la validacion

del proceso del edificio 40 se proporcionan en la Tabla 7 a continuacion.

arm. Méﬁna hMotta
ie. Asuntos Regulatorios
Apoderada
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3.4.3 Conclusiones de la validacién del proceso de Suite A de E40

Se cumplieron los criterios de aceptacion predeterminados para los parametros
del proceso para los 5 lotes ejecutados. La consistencia del proceso se
demostré para este paso en la Suite A del Edificio 40 con respecto a la

inactivacion.

DISCUSION Y CONCLUSION
Este documento resume los datos de los estudios histéricos de validacion de
proceso de OMV, asi como un estudio a escala de laboratorio ejecutado como se
muestra a continuacion.

Tabla 8 Resumen de Estudios de inactivacién de OMV

AR S E " | [Escala:completa ¢ escala’
- Referencia:-de documento | Periodo de gjecucion C o delab -
Validacion completa del Marzo a junio de 2007 Escala completa
proceso (E11) (Fermentacién de de 350

litros)
OMVZ/028/11/PVR/00
Validacién de la cinética de Mayo a junio de 2007 Escala completa
inactivacion (E11) {Fermentacion de de 350
litros)
OMVZ/028/11/PVR/(02-01
Estudio de robustez de la Febrero de 2008 Escala de laboratorio (ptacas
cinética de inactivacion de cultivo)
TR 250708-01
Validacion de proceso Abril 2 mayo de 2008 Escala completa
completo (Fermentacién de de 450
{suite A de E40) litros)
OMVZ/028/40/PVR/03-01

Estos estudios demuestran que la inactivacion de N. meningitidis tipo B Cepa Nueva
Zelanda, después de la adicién de Tampon A1, se lleva a cabo de una manera
coherente, robusta y reproducible y que el proceso es capaz de elaborar productos
consistentemente de conformidad con |a especificacion de la liberacion.

Ademas, estos estudios demuestran que cuando se afiade el agente de inactivacion

a la concentracién predeterminada, la inactivacién es esencialmente instantanea.
; ) . ' -
Por esta razon, los datos proporcmpﬁc}s en estos estudios se consideran suficientes

4
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para apoyar la eficacia de la etapa de inactivacion, y no es necesario un estudio a
escala completa de la cinética de inactivacion en E40. La eficacia global de la
inactivacién se demostré durante el estudio de validacion del proceso en 2008, y
esto se considera suficiente junto con los controles de inactivacion de rutina gue se

encuentran vigentes para cada lote de principic activo OMV producido.

Fall A,
iaghdstico N S.A.
na Mpt ;
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Pregunta 2

Procedimientos analiticos: falta descripcién detallada que incluya fundamento, criterios
de aceptacion y andlisis estadistico (de ser necesario) para los siguientes ensayos sobre
el producto terminado: tasa de absorcion, identidad de antigenos, Potencia relativa de
dilucion multiple para OMVY, Potencia relativa de dilucidn miltiple de rp_CD.

Respuesta de Novartis

La informacién solicitada se describe para los diferentes métodos de andlisis a
continuacion.

1. Tasa de adsorcidn.
Fundamento

Este método se usa para la determinacion de la tasa de adsorcidén de los antigenos de la
vacuna 4CMenB (Bexsero®) al adsorbente, hidréxido de aluminio. Dado que la medicion
directa de los componentes antigénicos adsorbidos al hidréxido de aluminio no es posible,
la tasa de adsorcién se determina indirectamente a través de la evaluacion del antigeno no
adsorbido en el sobrenadante de vacuna.

La tasa de adsorcion se determina por andlisis SDS-PAGE, en el que las proteinas se
disocian en sus cadenas polipeptidicas por el detergente, dodecil sulfato de sodio (SDS),
después de la reduccion de los enlaces disulfuro. Las proteinas reducidas luego se separan
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Las bandas se visualizan con
azul de Coomassie. La tasa de adsorcion se cuantifica por comparacion de la intensidad
de la banda de antigeno no adsorbido con cantidades conocidas de estandares de
referencia, y la cantidad de antigeno adsorbido se determina mediante sustraccion.

Descripcion del ensayo

Los estandares de referencia para las proteinas recombinantes (287-953, 961c y 936-741),
que consisten de pooles de las tres proteinas, se cargan en diferentes cantidades, que
corresponden al 15%, 10% y 5% de vacuna no adsorbida. Los estandares de referencia
para OMV (cepa Nueva Zelanda), se cargan en diferentes cantidades, que corresponden al
15%, 10% y 5% de vacuna no adsorbida. El antigeno, en una cantidad que corresponde al
5% de vacuna no adsorbida para cada proteina recombinante y para OMV, sirve como
muestra de adicion y se corre en cada ensayo.

El sobrenadante utilizado para las pruebas se separa del adyuvante por centrifugacién,
Los estandares de referencia, las muestras de prueba y muestras adicionadas se precipitan
con desoxicolato y deido tricloroacético (TCA), y los sedimentos resuspendidos se
calientan. Los sobrengdantes de las muestras, junto con marcador de peso moleculat y los
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estdndares de referencia se agregan a los pocillos adecuados del gel de SDS-PAGE y se
realiza la electroforesis.

Para la evaluacidn de las tres proteinas recombinantes, se corren tres cantidades de
estandar de referencia compuesto por un pool de proteinas recombinantes 287-953, 961c,
y 936-741, junto con antigeno OMYV estandar que corresponde al 10% de vacuna no
absorbida, sobrenadante de vacuna no adicionado, sobrenadante de vacuna adicionado
con una cantidad que corresponde al 5% de vacuna no adsorbida de un pool de proteinas
recombinantes, y el marcador de PM. Para la evaluacion del antigeno OMYV, se corren
tres cantidades de estandar de referencia compuesto de antigeno OMV, junto con un 10%
de pool de proteina recombinante, sobrenadante de vacuna no adicionado, sobrenadante
de vacuna adicionado con antigeno OMYV estandar que corresponde al 5% de vacuna no
absorbida, y €l marcador de PM.

Para visualizar las bandas, el gel se tifie con Coomassie azul y se decolora. El gel se
escanea. '

Criterios de validez

El ensayo es valido si:

s los marcadores proteicos de peso molecular son visibles y se distribuyen a lo largo
de toda la pista; y

¢ los estandares de referencia estan posicionados correctamente con respecto al
marcador de PM.

2. Prueba de identidad de antigeno.

Fundamento

El ensayo se utiliza para resolver y detectar los cuatro componentes antigénicos (rp287-
953, rp961c, rp936-741, y OMV) de la Vacuna multicomponente contra meningococo B
(4CMenB) a través de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) y Western blotting, respectivamente. El principio del método consiste en la
separacion de las proteinas por tamafio, bajo condiciones reductoras, mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida. Las proteinas separadas luego se aplican a una
membrana de transferencia mediante el uso de campo eléctrico. La membrana se incuba
con un anticuerpo primario, que forma un complejo anticuerpo-proteina, y luego se
incuba con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rébano picante (HRP)
que reconoce ¥ se une al anticuerpo primario. La membrana luego se incuba con un
sustrato cromogénico especifico que produce una banda visible sobre la membrana de
transferencia en el lugar donde estd unido el anticuerpo secundario conjugado con HRP,
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La identificacién de las cuatro especies de proteinas se realiza por comparacion con un
estandar de referencia calificado para cada proteina.

Descripcion de ensayo

Las muestras de la vacuna se separan del adsorbente a través de un buffer de extraccidn
que contiene SDS y ditiotreitol (DTT), se calientan, y después se centrifugan; las
proteinas extraidas se encuentran en el sobrenadante después de la etapa de
centrifugacion. Para cada uno de los cuatro antigenos, se cargan sobre el gel de
poliacrilamida el marcador de PM, 1 ug del estandar de referencia correspondiente, y el
extracto de vacuna {en una cantidad comparable al estandar). Ademds, para rp961c
solamente, también se aplica al gel 1 pg de patrén de referencia, sometido a 37°C durante
dos meses, para la evaluacion de resultados de estabilidad.

Las proteinas se separan por electroforesis (separacidn en un campo eléetrico). Después
de la electroforesis, cada gel se aplica sobre una membrana de transferencia, lo que
transfiere las proteinas separadas. Las proteinas transferidas se pre-tratan con una
solucion de bloqueo que contiene detergente durante 30 minutos a temperatura ambiente
(TA) para evitar la unién no especifica. Las membranas luego son marcadas con
anticuerpos especificos para cada antigeno a TA. El anticuerpo secundario se afiade a TA,
seguido por una serie de pasos de lavado y la solucién de desarrollo (que contiene el
sustrato para la tincion basada en enzimas de las bandas de proteinas especificas).

Los Western blots se evaltian cualitativamente por comparacion visual de las bandas de la
muestra con el estandar de referencia. La identidad de cada proteina se confirma cuando
una banda de reaccidn (que puede ser de intensidad leve) para cada muestra se alinea con
su patrén de referencia correspondiente. Para rp%61c debe haber una banda de reaccion,
aunque de intensidad leve, alineada con el estdndar de referencia de 961¢ que fue
sometido o no a 37°C.

Criterios de validez
El analisis es valido si:

s ¢l marcador de PM de proteinas es visible y se distribuye a lo largo de toda la
pista,

e ¢l estdndar de referencia para la identidad del antigeno es visible,

o ¢l estdndar estd posicionado correctamente con respecto al marcador de PM.

3. Potencia relativa de dilucién miltiple para OMYV y rp-CDI.

Esta parte combinada de la respuesta se divide en 4 secciones diferentes.
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e Seccidn 3a: Inmunizacién de raton,

o Mediante inmunizacién de raton (seccién 3a), se produce suero inmune
contra la vacuna Multi-Componente contra Meningococo B (4CMenB).

* Seccion 3b: ELISA para proteina recombinante,

o Eltitulo de anticuerpos anti-rp en suero de ratén se cuantifica mediante un
enzimoinmunoensayo (ELISA).

e Seccion 3c: ELISA para OMV,

o El titulo de anticuerpos anti-OMV en suero de ratén se cuantifica mediante
un enzimoinmunoensayo (ELISA).

o Seccidn 3d: Célculo mediante PLAS,

o La potencia relativa de la vacuna de prueba frente a la vacuna de
referencia, para cada proteina recombinante y OMYV, se calcula utilizando
el andlisis de linea paralela con el rango de desplazamiento (PLAS) de la
curva de dosis-respuesta.

3a. Ensayo de potencia relativa de dilucion miltiple para CD1— Inmunizacién de
raton.

Fundamento

Este método describe el procedimiento utilizado para la inmunizacién, sangrado y
preparacién del suero inmune contra la Vacuna Multi-Componente de meningococo B
(4CMenB). El titulo de anticuerpos se cuantificd mediante un enzimoinmunoensayo
(ELISA). Los procedimientos de ELISA se describen con mas detalle en las secciones 3b
(para cada antigeno de la proteina recombinante) y la seccion 3¢ (para OMV).

Descripcion de ensayo

La inmunizacion de ratones se realiza después que finaliza el perfodo de cuarentena y
aclimatacion. Se utilizan ocho ratones para ser inyectados con cada dilucion de la muestra
y la vacuna de referencia. Ademds, cinco ratones se tratan con solucién salina como
control negativo en la prueba. Cada raton se inyecta por via intra-peritoneal (IP) con un
volumen de dosis de 0,5 ml de muestra, estindar o control negativo de acuerdo al grupo
definido. Se preparan en forma reciente seis (6), diluciones seriadas al cuarto de la vacuna
de referencia y de prueba mediante dilucién en solucién salina o en diluyente 4CMenB
(R3) como se indica en la Tabla 1 y Tabla 2, respectivamente. S6lo se utilizan las
diluciones 3, 4, 5 y 6 de las vacunas de referencia y de muestra para la inmunizacion de
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(f/\‘fwr)
Novyartis Argenti &,
cunas & Dlagnostico
/ Earm. Marina Motta
Gte. Asuntos Regulatonos
g Apoderada







Novartis Vaccines and Diagnostics

September 2014

Respuesta al expediente N° 1-47-20523{1}: by forel

[Bexsero — Suspension para inyeccion en jeringa prellenada]”

Confidencial

Pagina 5 de 18-

los ratones; las diluciones 1 y 2 se descartan. Los ratones son inmunizados los dias 0, 21 y
el sangrado final se lleva a cabo en el dia 34-36. El sangrado final y preparacién de sueros
se realizan de acuerdo con el procedimiento.

Una segunda aplicacion de la inmunizacién se lleva a cabo siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente. Todos los sueros derivados de Ia primera y
segunda corrida se analizan usando un enzimoinmunoensayo (ELISA) de acuerdo con los
procedimientos (ver secciones 3by 3c).

Tablal Diluciones del material de referencia para Ensayo de CD-1 MDRP
Nimere de; N°de |Dilucidn real Preparacion de Cantidad teérica |Cantidad tedrica
dilucién [ratones por| de la vacuna | Diluciones de la Vacuna] objetivo de antigeno |  objetivo de
dilucion | de referencia de Referencia ' por dosis de 0,5 ml | adyuvante por
dosis de 0,5 ml
oo | 20 pg rpY6le
3 ml de vacuna sin diluir
Dilucién1 |  NC 112,5 +4,5mldesolucion | 20 PETEITSY | SOHE
salina 10 ug OMV
2ml de dilucion 1 + 6 ml| 3 PO 600
Dilucién2 | NC 1/10 de diluyente 4CMenB | 2 L‘g $93 6741 Al(o“}%b
(R3) 2,5 g OMV
2ml de dilucion 2 ~ 6 ml| 23 HETPEIE )
Dilucién 3 8 1/40 de diluyente 4CMenB | |7 ﬁg 293 6711 | Al (OP;_%)
¥ - 3
(R3) 0.625ug OMV
2 ml de dilucion 3 + 6 ml| 313 HEPRIE |
Dilucién 4 8 1/160 de diluyente 4CMenB | 727 ig 293 6741 | AX o,
(R3) 0,156 pg OMV
2 ml de dilucién 4+ 6 mi| O TSRETIRE )
Dilucién5 | 8 1/640 de diluyente 4CMenB | (7o EE 293 6741 | ALOLD,
(R3) 0,039 pg OMV
2ml de dilucion $ + 6 ml| b PEPIRE T
Dilucién 6 8 1/2560 de dlluye(r}lg)thMenB 0,020 pg rp936-741 | AI(OH)s
0,010 ug OMV

! Vacuna Multi-Componente contra Meningococo B (4CMenB)
Placebo (R1): AI(OH); (3 mg/ml}), NaCl (6,25 mg/ml), Sacarosa 2%, Histidina pH 6,5 {10 mM), Agua c.s.,
Solucion salina: NaCl 9 mg/ml,
Diluyente 4CMenB (R3): Placebo (R1) diluido 1/2,5 con Solucién salina

NC: No corresponde
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Tabla 2 Diluciones de material de prueba para ensayo de CD-1 MDRP
Nitmerode | N°de |Dilucidn real Preparacion de Cantidad teérica Cantidad tebrica
dilucion ratones por| de la vacuna |Diluciones de la Vacuna | objetivo de antigeno objetivo de
: dilucién |de referencia de Referencia ' por dosis de 0,5 ml | adyuvante por
dosis de 0,5 ml
. s | 20 ug rp96lc
3 ml de vacuna sin diluir
o o 20 ug rp287-953 600 ug
Dilucién 1 NC 1/2,5 +4,5 mslacllie;l :olucnon 20 pg 1p936-741 AI(OH),
10 ug OMV
2 ml de dilucién 1 +6 m| J e ggg%fg N
Dilucién 2 NC 1/10 de dlluye(xi,{g;CMenB 5 pg rp936-741 AI(OH),
2,5 ug OMV
2 ml de dilucién 2 + 6 ml| 12> e ggg;fg 5 | 600 g
Dilucién 3 8 1/40 de dlluyegg)drCMenB 1.25 g rpo36-741 AI(OH),
0,625ug OMV
I 0,313 ug mp961ic
Dilucién4 | 8 1/160 2%31%11:;6&?‘22? 10313 ug 287953 | 600 g
®3) 0,313 ug rp936-741 | Al(OH),
0,156 pg OMV :
- 0,078 ug rp%61c
Dilucién5 | 8 1/640 zglelci?u?éﬁéi}cﬁeglaml 0,078 ug rp287-953 | 600 g
(R3) 0,078 ug 1p936-741 | Al(OH);
0,039 pg OMV
oo 0,020 ug mp961c
Dilucién 6 | 8 s | clinelcfi?u?éﬁofcsl\;eglaml 0,020 ug 1p287-953 | 600 g
(R3) 0,020 pg p936-741 | Al(OH);
0,010 ng OMV

' Vacuna Multi-Componente contra Meningococo B (4CMenB)
Placebo (R1): AI{OH}), (3 mg/ml), NaCl (6,25 mg/ml), Sacarosa 2%, Histidina pH 6,5 (10 mM), Agua ¢.s,,
Solucidn salina: NaCl 9 mg/ml,
Diluyente 4CMenB (R3): Placebo (R1) diluido 1/2,5 con Solucidn salina
NC: No corresponde

Criterios de validez

Todos los animales deben tener buena salud durante toda la duracion de la prueba en
relacién con el tratamiento recibido. En caso de muerte o sintomas clinicos directamente
relacionados con la administracion del producto (por ejemplo, ascitis o muerte subita
después de la inoculacion), la prueba no es valida y se debe realizar una investigacion
antes de continuar con una inmunizacién nueva.
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3b. ELISA para Potencia Relativa de dilucién maltiple para rp-CD1,

- Fundamento

El procedimiento se utiliza para la determinacién de titulos de anticuerpos anti-rp961c, anti-
rp287-953 y anti-rp936-741 en sueros de ratdn (preparacion: véase seccién 3a) a través de
enzimoinmunoensayo (ELISA). Las placas de microtitulacién recubiertas con cada uno de
los tres antigenos se incubaron con los anticuerpos murinos especificos de antigeno
(generados por inmunizacion de ratones), seguido por un anticuerpo secundario anti-ratén de
cabra conjugado con fosfatasa alcalina. E] sustrato, paranitrofenilfosfato (pNPP), reacciona
con la fosfatasa alcalina, lo que genera un producto amarillo soluble en agua, que absotbe
luz a 405 nm. La cantidad de sustrato hidrolizado se cuantifica en un lector de placas a una
longitud de onda doble de 405/620-650 nm. El titulo de anticuerpos en los sueros de ratén se
cuantifica a través de la interpolacidén frente a una curva de estandar de referencia.

Descripcién del ensayo

Las placas de microtitulacion se recubren con antigeno purificado (una placa de
microtitulacidén por antigeno: rp961c, rp936-741 o rp287-953). Las placas se incuban
durante 14-18 horas a 2-8°C, y se lavan tres veces. Se agrega polivinilpirrolidona (PVP) a
cada pocillo como solucién de bloqueo para evitar la unién no especifica, se incuban durante
2 horas a 37 + 1°C, se lavan tres veces y después se conservan a 2-8°C hasta su uso.

El estandar de referencia, los sueros de control positivo y de prueba, obtenidos como se
describe mds arriba, se diluyen en buffer de dilucién suplementado con seroalbiimina bovina
(BSA) como se indica en 1a Tabla 3 y Tabla 4 a continuacidn y se agregan a los pocillos

adecuados.
Tabla 3 Diluciones de material de prueba y de referencia para ELISA para
Proteina r (rp961c y rp287-953)
Diluciones Cantidad teérica {Dilucidn del Dilucion del | Dilucién alternativa para el
utilizadas objetivo de antigeno : suero estandar |suero de suero de prueba si el resultado de
durante la por dosis de 0,5 ml | de referencia** | prueba para | DO estd fuera del rango*
inmunizacién ELISA
1/40000 o 1/160000 si el valor de
_— 1,25 ngrp961e DQ es mayor que el rango
Dilucidn 3 1,25 g rp287-953 1740000 1710000 1/1000 si el de DO es menor que el
tango
0,3125 pg rp961¢ 110000 Ry -
I 0 1/40000 o 1/160000 si el
Dilucion 4 8,533125 ug 1p287- 1/40000 1/1000 valor de DO es mayor que el tango
- 0,078 ug rp961c 1/10000 o 1/40000 o 1/160000 si el
Dilucién 5 0,078ug rp287-953 1740000 171000 valor de DO es mayor que el rango
o 0,02 pg rp961c 1/10000 o 1/40000 o 1/160000 si el
Dilucién 6 0,02 ng rp287-953 1740000 171000 valor de DO es mayor que el rango
* Al menos cuatro puntos consecutivos de la curva de titulacién deben estar en la parte lineal,

Novartls '/rﬁfmiﬁ _
Vacupds & Diaghos
arm. Marina Motta
to. Asuntos Regulatorios
Apoderada







Novartis Vaccines and Diagnostics Respuesta al expediente N° 1-47-20525-13-6-
{Bexsero — Suspension para inyeccion en jeringa prellenada] -
September 2014 Confidencial Pagina 8 de 18

** Los valores de dilucion informados son indicativos: la dilucién a utilizar depende del lote de suero
estandar de referencia y se define durante la calificacion de de cada lote nuevo de suero estandar de
referencia

Tabla 4 Diluciones de material de prueba y de referencia para ELISA de
Proteina r (rp936-741)
Diluciones Cantidad tedrica Dilucién del | Dilucién del | Dilucion alternativa para el suero
utilizadas objetivo de antigeno |suero suero de de prueba si el resultado de DO
durante la por dosisde 0,5 ml |estindar de |prueba para; estd fuera del rango*
inmunizacion referencia** |ELISA
1/160000 si el valor de DO es
o ’ mayor que el rango 1/10000 o
Dilucidn 3 1,25 pg rp936-741 1/40000 1/40000 1/1000 si los valores de DO son
menores que el rango
1/160000 si ef valor de DO es
oo e . mayor que el rango 1/10000 o
Dilucién 4 0,3125 ng rp936-741 | 1/40000 1/40000 1/1000 si los valores de DO son
menores que el rango
1/160000 si el valor de DO es
g s, i ‘mayor que el rango 1/10000 o
Dilucién 5 0,078 ug rp936-741 1/40000 1/40000 1/1000 si los valores de DO son
menores que el rango
1/40000 o 1/160000 si el valor de
_ DO es mayor que el rango ¢
Dilucién 6 0,02 ug rp936-741 1/40000 1/10000 1/1600 si los valores de DO sof
menores que el rango

* Al menos cuatro puntos consecutivos de la curva de titulacion deben estar la parte lineal.

** Los valores de dilucién informados son indicativos: la dilucidn a utilizar depende del lote de suero
estandar de referencia y se define durante la calificacion de de cada lote nuevo de suero esténdar de
referencia

Los pocillos sin suero sirven como blancos de ensayo. Las placas se incuban durante 2.
horas a 37 £ 1°C, y se lavan tres veces. Se afiaden los anticuerpos secundarios de cabra
anti-ratdn conjugado con fosfatasa alcalina a cada pocillo, se incuban durante 1,5 horas a
37 £ 1°C, y después se lavan tres veces. El sustrato, pNPP, se afiade a todos los pocillos y
las placas se incuban durante 30 £ 3 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se
termina mediante la adicidn de una solucidn de parada en todos los pocillos. La
absorbancia de cada pocillo se lee a una longitud de onda doble de 405/620-650 nm.

La determinacion cuantitativa de las muestras de suero en ¢l ensayo ELISA se basa en la
comparacion de la curva obtenida para cada muestra en relacidn con la curva de suero
estandar. El titulo de anticuerpos de cada muestra (expresado en Unidades ELISA por
mililitro, UE/ml) se calcula utilizando el método de ensayo de la linea de referencia. En el
céalculo, se seleccionan al menos cuatro puntos consecutivos de la parte lineal de las curvas
de suero estdndar y de las muestras de suero; la pendiente y los pardmetros de interseccion
se calculan de acuerdo a la porcidn lineal seleccionada de las curvas de dilucion.
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