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3.2 Procedimientos analiticos

3.2.1  Pureza de los cultivos

El procedimiento de control (PC) 8110.775, ensayos de pureza de los cultivos para log indculos
y el producto de fermentacién de fa vacuna contra el VPH, es un anélisis microbiolégico
empleado para confirmar la ausencia de agentes biolégicos contaminartes (a saber, bacterias,

levaduras y hongos) en el cultivo celular. En la Tabla 14 se presenta un resumen de los
principales atributos del PC 9110.775.

Tabia 14, .
Resumen del procedimiento de control 9110,775 para pureza de los cultives
Atributo Descripcldn
Muestras de ensayo ‘ Indcule secundario, cultiv celular final
Patrdn de referencla No aplicable
Control positive No aplicable
Control negativo Una placa de agar y un medio deaﬁgltil::dnao Inoculados para cada condicion
Plan de muestreo Las muestras se somaten a ensaan);cl:is; :gar duplicado para cada condicidn
Resultado reportable Los resuitados se reportan como “Cumple” o “No curnple”

3.2.2 ldentidad de el indeulo huésped

El PC 9110.7790, técnica de replicacion en placa de agar (replica plating) para levaduras
recombinantes de VPH, es un andlisis microbioldgico que se emplea pars confirmar fa
Identidad de el inceulo huésped como S, cerevisiae CANADE 3C-5 ¢n los bancos de células y
los cultivos de fermentacién. Se emplea el método de replicacién en placa de agar para buscar

la presencia de marcadores genéticos clave, En la Tabla 15 se prassnta un resumen de los
principales atributos del procedimiento,
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Tabla 15
Resumen del procedimiento de control 9110.770 para la identidad de el indculo huésped
Atributo Descripcion
Muestras de ensayo Indeule secundario, cultivo ¢elular final
Patron de referencia No aplicable
Control positive S. cerevisias indculo 1890 (Ade+ Can' Leu®)
Control negativo S. cerevisiae indculo 1895 (Ade* Can’ Leu'), S. ceravisiae indctlo YF-10
Se realiza un soio andlisis con cada muestra. De cada andlisis, e evaldan 48
Plan de muestreo unidades formadoras de colonias para confirmar la identidad de el indeulo
huésped,
Restitado reportable Los resultades se reportan como "Cumple” ¢ "No cumple”

3.23 Concentracion de proteinas

El PC 98110.768, determinacion de la concentracion total de proteinas en muestras del
producto acuoso final (PAF) de la vacuna contra el VPH mediante andlisis con 4cido
biquininico, es un analisis bioquimice con deteccién colorimétrica empleado para medir Ia
concentracién de proteinas en muestras de producto acuoso final. El analisis se basa en la
reduccidn cuantitativa del Gu?+ a Cu'* por las proteinas -a un pH alcalino, con el &cido
biquininico {4,4'-dicarboxi- 2,2"-biquinolina, también conacide como acido bicinconinico o BCA)
como detector del Cu'™ La concentracién de proteinas medida permite determinar la dilucién
apropiada para los pasos subsecuentes del proceso. En la Tabla 16 se presenta un resumen
de los principales atributos del PC 9110.768.

- Tabla 15

Resumen del procedimiento de control 9110.768 para la concentracion de proteinas
Atributo Descripcion

Muestras de ensayo Indeulo secundario, cultivo celular final

Patrén de referencia No aplicable
Control positivo S. cargvisiag indeulo 1890 {Ade Can’ Leu™)
Control negative 8. carevisiag indeulo 1895 {Aden Can Leu™), S. cerevisiae indeulo YF-10

. Se realiza un soio andlisis con cada muestra. De cada anlisis, se evaldan 48
Plan de muestreo unidades formadoras de colonias para confirmar la identidad de &l Indeulo
huésped.
Resuitado reportable Los resultados se reportan como “Cumple” o “No cumple”
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3.2.4  Pureza de las proteinas y porcentaje de monémero Intacto

El PC 9110.767, determinacion del porcentaje de pureza y del porcentaje de mondmero
intacto para muestras de la vacuna contra el VPH, se emplea para medir fa pureza de las
proteinas del principio activo y la integridad del monémero dé L1, Las muestras se
desnaturalizan y se reducen mediante calentamiento, en presencla de dodecilsulfato de sodio
{SDS, por sus siglas en inglés) y ditiotreifol, antes de someterlas a electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodic (SDS-PAGE) y deteccion mediante azul de
Coomassle. £l porcentaje de pureza es la razén entre las &reas de los picos de todas las
proteinas relacionadas con la L1 y el 4rea total del pico de proteinas, axpresada como
porcentaje. El porcentaje de monémero Intacto es I razén entre ol drea pico del mondmero de

L1y el area total del pico de proteinas, expresada como porcentaje. La Tabla 16 se presenta
un resumen de los principales atributes del PC 9110.767.

Tabla 16
Resumen del procedimiento de control 9110,767 para el porcentaje de puteza y ol
porcentaje de mondmero intacto

Atributo ) Descrincion

Muestras de ensayo Producto acuoso final {PAF)
Patrén de referencia Albimina sérica de boving (2 ma/mi)

Control positive _Albtmina sérlca de bovino (al 7%)

Control negative Diluyente det andligis (NaCl 0.5 M)

Cada musstra se analiza en dos series de ansayos por separado (dos
Plan de muestreo ‘corridas”). En cada serie, se anallzan tres preparasiones independientes de las
muestras.
' El valor promedio de dos resultados de los analisis separados, redondeado al

Resultado reportable numero entore mas cercano ¥ reportade en pg/mi.

3.2.8 Potencia relativa In vitro

El PC 9110.769, enzimoinmunoandlisis para la determinacion de la potencia refativa in vitro
{PRIV) y del grado de adsorcién de las particulas parecidas a virus (PPV) del virus del
papiloma humano de los tipos 6, 11, 16 y 18, es un .inmunoaniisis con deteccion
colorimétrica. Este anélisis mide cuantitativamente la concentracion de sitios antigénicos en la
muestra de vacuna, usando un par definido de anticuerpos monoclonales especificos del tipo
para las particulas parecidas a virus de cada uno de los cuatro tipos del VPH. La potencia se
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determina con relacion a un patrén de referencia tetravalents fabricado por fa propia empresa.
En la Tabla 17 se presenta un resumen de los principales atributos del PG 911 0.769.

Tabla 17

Resumen del procedimiento de control 9110.769 para la potencia relativa in vitro

Atributo

Descripclén

Muestras de ensayo -

Producto acuoso final (PAF)

Patron de referancia

Patrones comerciales para peso molecuiar

Control positivo

Producto acuose final de VPH

Control negativo

No aplicable

Plan de muestreo

Se analizan fas muestras y los controles en cada uno de 10s dos

analisis por separado

El parcentale de pureza es la razdn entre fa cantidad de |as areas pico
de todas las proteinas relacionadas con la L1 y ¢l area total del pico
de proteinas, expresada como porcentaje, ,

El porcentae de mondmero intacto es la razén entre el area pico del
monomero de L1 y el area total del pico de proteinas, expresada como
porcentaje. Se reporta el resultado promedio de dos series
independientes de ensayos para cada parametro. Los resuitados ss
raportan a dos cifras significativas.

Resultado reportable

3.2.6 Identidad

Bl PC 9110.769, enzimoinmunoandlisis para la determinacion de Ia potancla relativa in vitro
(PRIV) y del grado de adsorcién para las particulas parecidas a virus (PPY) del virus def
papiloma humano de fos tipos 8, 11, 16 v 18, es un inmunoanalisis con detecsion eclorimétrica
Que se emplea para confirmar la identidad del principio activo, basado en la presencia del
antigeno correcto en la muestra. El principio en el que se basa este método es el mismo que el
de la potencia relativa in vitro. En la Tabla 18 se presenia un resumen de los principales
atributos def PC 9110,769.

Tabla 18
Resumen del procedimlento de control 9110.769 para la identidad
Atributo Descripeion
Musstras de ensayo Granel de Producto monovalente adsorbido (PMAG)
Patrdn de referencia Patrén de trabajo del producto tetravalente en envase definitivo
Control positivo No aplicable
Control negative No aplicable

Plan de muestreo Las muestras se someten a ensayos por duplicade en fres placas de analisis

La media aritmética de la PRIV obtenida para tres series fndependientes da
una muestra de ensayo se redondea al nimero entero mas cercanc y 58
reporta como Unidades/ml

Resultado reponable' fl
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3.27 Esterilidad

El PC 9110.001, métodos de ensayo de la esterilidad, es un método registrado en las
farmacopeas (método de compendio) que se emplea para confirmar la esterilidad de la
sustancia farmacéutica. El procedimiento cumple con la Farmacopea de Estados Unidos
(USP), Seccion <71, con la'Farmacopea Eurcpea {Ph. Eur.), y con la norma 21 CFR 610,12
del Codigo de Reglamentaciohes Federales de Estados Unidos {CFR).

3.2.8 Endotoxina

El PC 9110.678, ensayo para endotoxinas bacterianas con lisado de amebocito de Limulus

(LAL) por métodos turbidimétricos y cromégenos cinéticos, se emplea para confirmar la
ausencia de endotoxina. Ef procedimiento cumple con fa USP, Seccién <855, y con la Ph. Eur.

3.29 Aluminio _ _
El PC 9110.699, an4lisis de aluminio para biolégicos, se emplea para medir la concentracion

~ de aluminio en muestras que contienen el adyuvante sulfato hidroxifosfato de aluminio amorfo.
El método entrafia la aplicacién de espectrofotometria de emisién at.émica con plasma
acoplado inductivamente. Las muestras se tratan previamente con é&cido clorhidrico para -
disolver el adyuvante, y a continuacion se determina la concentracion de aluminio contra una
curva estandar de dos puntos. En la Tabla 19 se presenta un resumen de los principales

‘ atributos dsl PC 9110.699.

Tabla 19
Resumen del procedimiento de control 9110.699 para el aluminio
Atributo ) Descripeion

Muestras de ensayo Granel de Producto monovalente adsorbido (PMAG)
Patron de referencia Patrén para el aluminio (1000 ppm)

Control positivo Diltyenta gque contiene el adyuvante sulfate hidroxilosfato de aluminio amarfo

Control negativo No aplicable

Plan de muestreo La muestra y los patrones se anallzan por triplicade

El valor promadio de los resultados del andlisis qua sa hizo por ttipiicado se
- Resullado reportable radondea a los dos decimales més carcanos y se raports come mo/ml

TEl patron para el aluminio es un palron de referencia ceriiticado obtenide de un proveedor
comerclal, S
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3.2.10 pH

El procedimiento estandar de operacian (POE) 224-388, operacion del medidor de pH Accumet
AB15, se emplea para determinar el pH de la sustancia farmacéutica. £n la Tabla 20 se
presenta un resumen de los principales atributos del POE 224-388.

Tabla 20
Resumen del POE 224-388 para determinacién del pH
Atributa Descripeion

Muestras de ansayo Granel da Producto monovalente adsorbido (PMAG)
Patrdn de referencia Soluciones amorliguadoras certificadas

Control positiva No aplicable

Control negativo No aplicable

Plan de muestreo Cada musstra se analiza por tripiicado
Resultado reportabie __El valor promadla de tos resultados tel andlisls qua se hizo por triplicadn

" Las soluclonse amorlguadaras cetifioadas 8¢ obtienan de un proveedor cometuial ¥ se apegan 4 lag hammas del
Inatituto Nacional de Patrones y Teenclogla de Estados Unidos (NIST, por sus siglas en inglés).

4) VALIDACION PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

En esta seccidn, se presenta un resumen del estudio de validacién para cada uno de los
procedimientos de analisis empleados para la liberacion de los productos.

41  Purezade los cultivos

El PC 9110.775 ha sido validado para el cultivo celular final y para las muestras de las
indeulos. Muestras representativas de el indeulo de trabajo del tipo 18, del cultivo celular final
del tipo 18 y de la matriz para el cultivo celular final del tipo 11 fueron adicionadas con un
indeulo objetivo de menos de 200 unidades formadoras de colonias por miilitro {(UFC/ml). Para
probar diversas condiciones de vigencia, subalicuotas de las muestras enfiquecidas se
analizaran de inmediato o se conservaron entre 2 y 8 °C hasta por 24 horas 0 a =70 = 10 °C
durante 7y 14 dias.

La recuperacién de los microorganismos se comparé con la recuperacion de los
microorganismos adicionados en soluciones salinas y analizadas de inmediato. Cada uno de
los cinco microorgnismos de ensayo se recuperd satisfactoriamente de la matriz para el
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cultivo de las indculos después de congelarlos durante 2 dias y luego mantenidos a
temperatura ambiente hasta por 6 horas para descongelarios. Cada unc de los cinco
microorganismos de ensayo se recuperd satisfactoriamente de la matriz para el cultivo de
fermentacion después de mantener las muestras adicionadas entre 2 y 8 °C hasta por 24
horas y a~70 £ 10 °C durante 7 y 14 dfas. Los resultados cumplieror con todos los eriterios de
aceptacion.

4.2  |Identidad de el indculo huésped

El PC 9110.770 se ha validado para muéstras de inbeulos para el cuttivo celular final, En el
estudio de validacién se usé una muestra de el inéeulo del tipo 16 preparada en el laboratorio.
Como pardmetros de validacién se evaluaron la robustez y la especificidad, Los resultados
cumplieron con todos los criterios de aceptacién,

43  Concentracién de proteinas
El PC 9110768 se ha validado para muestras del producto acuoso final, Como parametros de
validacién, se evaluaron la exactitud, precision, repetibilidad, especificidad, imite de deteccién,

limite de cuantificacion, linealidad, rango y robustez. Los resultados cumplieron con tados los
criterlos de aceptacién.

4.4  Porcentaje de pureza y porcentaje de monémero intacto

El PC 9110.767 se ha validado para muestras del producto acuoso final, Se realizé un estudio
nicial con muestras del tipo 18 que no contenian histidina, Para garantizar que el desempefio
del andlisls sea uniforme para los cuatro tipos de VPH y que la presencia de histicina en 1
matriz de muestra no Interfiera con el andlisis, se hicieron experimentos adicionales usando
muestras de los cuatro tipos de VPH que contenian histidin. Las muestras con histidina se
emplearon para evaluar la exactitud, la precision, la repetibilidad, el rango y la linealidad del
analisis para los cuatro tipos de YPH, Las muestras sin histidina se emplearon para evaluar fa
especificidad, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion y la robustez. No se espera que

la presencia de histidina en la matriz de muestra afecte a estos parametros. Los resultados
cumplierop con todos los ctiterios de aceptacion.
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45  Potencia relativa in vitro

Ei PC 8110.769 ha sido validado para muestras de producto granel de producto monovalents
adsorbido (PMAG). Se realizd un estudio de validacién por separado para ¢ada tipo de VPH,
En cada estudio, se sometieron a ensayo tres muastras o mas en el adyuvants, con
concentraciones que variaron de 50 a 200 pg/iml. Se analizaron tres preparacicnes
Independientes de cada muestra en cada una de las seis corridas y cada muestra adsorbida en
ol adyuvants se prepard de manera independients tres veces por corrida, En la Tabla 21 se
presenta un resumen de los resultados para los estudios de validacién, Los resultados
cumplieron con todos los criterios de aceptacion, ' |
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46  Identidad .

El PC 9110.769 ha sido validado. Se evaluaron los siguientes criterios de validacién:
especificidad, limite de deteccién, solidez y robustez. Los resultados cumplieron con todos los
criterios de aceptacion.

4.7  Esterilidad

El PC 110,001 es un método registrado en las farmacopeas y cumple con a USP, Seccion
<71>, con la Ph. Eur,, Seccién 2.8.1, y con fa norma 21 CFR 610.12. En el analisis se han
certificado exitosaments muestras . de producto acuose final y de granel de producto
monovalente adsorbido (PMAG),

4.8  Endotoxina

£l PC 8110.678 es un método registrado en las farmacopeas y curmnple con la USP, Seccién
<85>, y con la Ph. Eur., Seccidn 2.6.14. En el analisis se han certificado exitosamenta
muestras de granel de producto menovalente adsorbido (PMAG),

49  Aluminio

El PC 9110.669 se ha validado para muestras de producto grane! de producto monovalente
adsorbido (PMAG). Se determinaron la exactitud, precision, especificidad y linealidad usando
ol tipo 18 como el sistema modelo. Se valoraron el rango v la robustez durante la validacion del
analisis para PedvaxHIB® (vacuna conjugada contra Haemophilus influenzae b [conjugado de
protelnas meningocéelcas]). Los estudios ne se repitisron con muestras de VPH porgue ne se
espera que [as diferencias en la matriz de muestra influyan en el rango y la robustez del
andlisis. Los resultados cumplieron con todos los eriterios de aceptacién,

410 pH

Ei PEQ 224-388 se validé usando los gréneles de producto monovalente adsorbido (PMAG) de
los tipos 18 y 11 y el producto tetravalente en el envase definitivo como sisternas modelo. Se
evaluaron la precision y la robustez como criterios de validacion. Los resultados cumplieron
con todos los criterios de apeptacidn.
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5) CONSISTENCIA DE LA PRODUCCION

Analisis por lotes a granel

En la Tabla 22, presenta un resumen de los lotes a granet del principlo activo empleados en los.
estudios no clinicos, los estudios clinicos esenciales, los estudios de estabilidad primarios y la
validacion de los procesos. Se indican la fecha de fabricacién, el proceso seguido para fabricar
el lote y el uso del mismo, junto con los numeros de lote de los productos intermedios del
proceso. En las Tablas 23 a 36 se presentan los anélisis por lote sélo de aquelios lotes que
fueron preparados siguiendo el procese de fabricacién final. También se presentan los datos
de los ensayos de liberacion especificos para los lotes fabricados a escala completa que se

usaron para establecer los criterios de aceptacion para los ensayos de liberacion. Todos los
lotes se fabricaron en Merck & Co., West Point, Pennsylvania, EE.UU.

Los ensayos y los criterios de aceptacién de las tablas reflejan los criterios vigentes al
momento en que cada lote fue analizado y liberado. En las especificaciones finales, ya no se
incluyen algunas de estos ensayos. Mas aln, en la preparacion para la fabricacion da rutina,
muchos de los analisis empleados para los ensayos de liberacién de los lotes enumerados en
la presente seccion se han transferido de los laboratorios de desarrollo a los taboratorios de
control da calidad de la Divisién de Fabricacion. En la Tabla 37 se presenta una lista de los
analisis que han sido transferidos. En la Tabla 38 se ofrece un resumen de los otros cambios
en fos analisis empleados para la liberacidn de la sustancia farmacéutica, asi como los

fundamentos para eliminar ciertos andlisis de las especificaciones de la sustancia
farmacautica.

Mack

Apouerado
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