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Para ver la lista de abreviaturas: consulte la seccion 2.3 Resumen genetal de calidad, introduccion.

1 Especificaciones

En la tabla 1 se encuentra una lista de especificaciones del principio activo para la toxina diftérica
purificada (PDT). Estas especificaciones cumplen con la parte del toxoide purificado a granel que
se menciona en la monografia 0443, edicién vigente de la Farmacopea Europea (Ph. Eur.),
“Vacuna contra la difteria (adsorbida)” y en la serie TRS 800 de la OMS, Anexo 2, “Requisitos
para las vacunas contra la difteria, el tétanos, la tos ferina y combinadas (adsorbidas)”.

Tabla 1: Especificaciones para el toxoide diftérico purificado

Criterio de aceptucién

Prueba Requetida por Método
Titulo de Ph. Eur, 0443, Cotforme & Ph. Eur. 2,7.27, edicion | Para calcular la pureza
floculacion edicion vigente | vigente, prucba de Ramon antigénica
TRS 800 Floculacién visible y compatacion
cott una referencia calibrada - o
Contenido de Ph. Bur, 0443, | Ph, Eur. 2.5.9, edicién vigente, y Para caleular la pureza
nittdgeno proteico | edicidn vigents Ph. Eut. 2.5.33, edicion vigente, antigénica
TRS 800 método 7.A
Método Kjeldah! despuds de Ia
precipitacién de proteinas con acido
tricloroacético y mineralizacion con
écido sulfirico
1 g Ph. Eur. 0443 Célculo: valot obtenido mediante la
tigd ¥ y .
Pureza antigénica edicion vigente | proporeldn entre thuls de 2 1500 Li/mg de nitrdgetio
TRS 800 ﬂpc}a]acién y cqntenidu de proteico
tiitrogeno proteico.
Contenido de / Método colorimétrico, de Ph. Euz, Pata informacion (utilizado
f?rmaldehido 2‘4.]8, edicion vigente pata la formulacidon en el
libre Espectrofotometrla UV visible producto final & granel
{método Nash) cuando corresponda)
Prugba de Ph. Eur. 0443, Ph, Eur. 2.6.1, edicién vigente Sm crecimiento m1crob1ano
esterilidad edicién vigente
TRS 800 Filtracidn por membrana
Ausencia de Ph. Eur. 0443, Ph. Eur. 0443, edicién vigente: Sin efecto citotdxico
toxina (toxicidad | edicion vigente | Inoculacién en céiulas Vero
especifica) TRS 800
Itteversibilidad Ph. Eur, 0443, Ph. Eur, 0443, edicién vigente: Sin efecto citotoxico
del toxoide edicion vigente Inoculacion en células Vero :
TRS 800
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2 Procedimientos analiticos

Se proporciona un resumen de los procedimientos analiticos de los métodos que no se describen
en la Ph, Eur, Para determinar la pureza antigénica, el valor se calcula dividiendo el tftulo de
floculacidn entre el contenido de nitrdgeno proteico de la muestra (expresado en Lf/mg de
nitrégeno proteico).

2.1 Contenido de formaldehido libre

Esta prueba se basa en el método de Nash T., Biochem. J., 1953, 55 (416-421) (método
colorimétrico / espectrofotometria UV visible). La prueba difiere del método 2.4.18 de 1a Ph. Eur,,
edicidn vigente, puesto que el método aplicado corresponde a un andlisis con un rango de
calibracion adaptado.

El formaldehido da un compuesto amarillo (3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidinag) mediante la adicién
de acetil acetona y en presencia de un exceso de sales de amonfaco. Este compuesto de color
itego se analiza mediante espectrofotometria (413 nm). La intensidad de la coloracion es
propotcional a la cantidad de formaldehido presente en la muestra,

3 Validacion de los procedimientos analiticos

Se presentan los resimenes de validacion de los procedimientos analiticos no descritos o
realizados conforme a la Ph. Eur.

3.1 Contenido de formaldehido libre

El analisis del contenido de formaldehido se valido en cuanto a su linealidad, exactitud y
precision. El contenido de formaldehido libre se determina mediante una reaccion colorimsétrica,
la cual mide la absorcion espectrofotométrica a 413 nm de un complejo de color obtenido del
formaldehido. Dado que la absorcion en esta longitud de onda nho es especifica para ese complejo
de color, no fue posible evaluar la especificidad. El estudio reveld que la prueba es vélida para
analizar el PDT.

4 Anailisis de Jote

En la tabla 2 se presenta la descripeidn de 3 lotes de PDT y los resultados de cada lote se
presentan en la tabla 3. Estos lotes se eligieron al azar para usarse en estudios clinicos y son
representativos de los lotes destinados a la comercializacion,
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Tabla 2: Descripcién de los lotes clinicos de toxoide diftérico parificado

\a M

Nimero de lote Fecha de elaboracion Tamafio del lote Planta de produccion Utilizacion
(ditros)
FA293606 19 nov 2007 109,23 Marcy I’Etoile Lote de produccién
FA293607 03 dic 2007 118,91 Marey ’Etoile Lote de produccidn
FA320479 08 sept 2008 110,10 Marcy I’Etoile Lote de produceidn

Tabla 3: Datos de analisis de lote de toxoide diftérico purificado

Prueba Criterto de aceptacidn FA293606 FA293607 FAJ20479
Titulo de floculacién (Lf/mil) Para calcular la pureza autigénica 5500 5500 5500
Contenido de nitrdgeno Para catcular la pureza antigénica
proteico (mg/mt) 3,32 3,27 301
Pureza antigénica 2 1500 Li/mg de nitrégeno proteico 1657 1682 1827
Contenldo de formaldehido Para informacion™ 32,51 24,78 37,64
tibre (ng/mi)
Prueba de esterilidad Sin crecimiento microblano Cumple Cumiple Cutnple
Ausencia de toxina 7 Sin efecto cﬁotéxico Neﬁativa Negativa Negativa
Frreversibilidad del toxoide Sin efecto citotoxico Negativa Negativa Negativa

* Utilizado para la formulacion en el producto final a granel (cuando corresponda)
5 Justificacion de las especificaciones

5.1 Titulo de floculacién

El titulo de floculacion se determina segin el método 2.7.27 de la Ph. Eur,, edicion vigente, a fin
de calcular la pureza antigénica,

5.2 Contenido de nitrégeno proteico

El contenido de nitrégeno proteico se basa en la Ph. Eur. 2.5.9, edicidn vigente, y 2.5.33, edicién
vigente, y se determina para calcular la pureza antigénica.

5.3 Pureza antigénica

La pureza antigénica se analiza segiin los requisitos de la monografia 0443 de la Ph. Eur,, edicion
vigente, y la serie TRS 800 de [a OMS, Anexo 2, a fin de evaluar la puteza del PDT.
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5.4 Contenido de formaldehido libre

El contenido de formaldehido libre estd basadoe en la Ph. Eur. 2.4.18, edicidn vigente, v se
determina para ajustar la cantidad de formaldehido que deba agregarse durante la formulacion del
producto final a granel (cuando corresponda).

3.5 Esterilidad

La prueba de esterilidad se realiza segin los requisitos de la monografia 0443 de la Ph. Eur,,
edicidn vigente, la serie TRS 800 de la OMS, Anexo 2, y conforme al método 2.6.1 de la Ph, Eur,,
edicién vigente, Esta prueba evalfia la esterilidad del principio activo, '

5.6 Ausencia de toxina (toxicidad especifica)

La ausencia de toxina se analiza segiin los requisitos de la monografia 0443 de la Ph. Eur., edicion
vigente, y la serie TRS 800 de la OMS, Anexo 2. La finalidad de esta prueba es evaluar la
seguridad del principio activo.

5.7 Irreversibilidad del toxoide

La itreversibilidad del toxoide se analiza seglin los requisitos de la monogtafia 0443 de la
Ph, Eur., edicidn vigente, y la serie TRS 800 de la OMS, Anexo 2. La finalidad de esta prueba es
evaluar la seguridad del principio activo,
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Seccion 3.2.5.2.3 Control de materiales

Lista y controles de materiales
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Lista de abreviaturas: consulte 1a seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduc{i”_ :

,:j o

1 Materiales utilizados durante la produccion de lotes de siembra de
Clostridium tetani

1,os materiales utilizados en la elaboracién de los lotes de siembra de Clostridium tetani y

analizados de acuerdo con las monografias de la Farmacopea Europea se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Materiales utilizados en la elaboracién de los lotes de siembra de Clostridium tetani
y analizados de acuerdo con la Farmacopea Europea

Material Monografia Uso Etapa de produccién
de la Ph. Eur.
Agua purificada 0008 Solucidn de leche Liofilizacidh de lotes de slembra magstrod y
desnatada de trabajo

Caldo de tioglicolato Cultivo de lotes de siembra maestroy
con extracto de carne o B
Caldo de tioglicolatos | Cultivo de lotes de siembta de tfabajo
resazZliritia (gih extracto
de carnie)

Los materiales utilizados en la elaboracion de los lotes de siembra de Clostridium tetani y
analizados de acuerdo con los procedimientos internos se presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Materiales utilizados en la elaboracién de los lotes de siembra de Clostridium tetani
y analizados de acuerdo con los procedimientos internos

Materlal Uso Etapa de produccién
Leche desnatada® : Solucion de Liofilizacion de lotes de siembra
leche desnatada | maestros y de trabajo
Caldo de tioglicolato (con extracto de carne)* Cultivo Cultivo de MSLT
Calde de tloglicolato-resazurina (sin extracto de Cultlvo Cultivo de MSL ¥ y cultivo de WSL
carne)*

Material de origen animal: consulte la seccién 3.2.8.2.3 Control de materiales fuente y de inicio de origen
bioldgico.

t Los siguientes cultivos de lotes de siembra maestros se prepararan con caldo de tioglicolato-resazurina (sin
extracto de carne). Como la proteina tetanica puede provenir del lote de siembra maestro (MSL 22.10.91)
preparado antes de este cambio aprobado (consulte 3.2.5.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracién), en
esta tabla se presentan ambos caldos de tioglicolato.
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2 Materiales utilizados durante la fermentacion y cosecha de la to:ﬁnaf-
tetanica

Los materiales utilizados en la fermentacién y cosecha de la toxina tetdnica y analizados de
acuerdo con las monografias de la Farmacopea Europea se presentan en la tabla 3,

Tabla 3: Materiales utilizados en la fermentacién y cosecha de Clostridium tetani y
analizados de acuerdo con Ia Farmacopea Europea

Material Monografia Uso Etapa de produccién
de 1a Ph, Eur.
Biotina 1073 Medio Massachusetts Etapa 3: 2° precultivo
Pantotenato de calcio (BS) 0470 Etapa 4; 3* precultive
Acido elorhidtico concentrado | 0002 Etapa 5: cultivo industtial
HCy
Cinnocobalamina 0547
Fosfato disodico dodecahidrato | 0118
(13H;0)
Sulfato ferroso, T H0 0083
Glucosa anhidra 0177
L-cistina 0993
L-tirosina® 1161
Sulfate de magnesio, 7H,0 0044
Fosfato monopotasice 0920
Agua purificada 0008
Clorhidrato de piridoxina (B6) | 0245
Riboflavina (B2) 0292
Cloruro de sodio (NaCl) 0193
Hidrdxido de sodio (NaOH) 0677
Clorhidrato de tiamina (B1) 0303
Carbén vegetal 0313t
Cloruro de sodie (NaCl) 0193 Lisis celular Etapa 6b: adicion de cloruro de
Citrato de sodio 0412 sodio ¥ citrato de sodio
Agua purificada 0008 Diafiltracién Etapa 7e: diafiltracién frente a
agua purificada

Material de origen animal: consulte la seccién 3.2.8.2.3 Control de materiales fuente y de inicio de origen

bioldgico.
t Salvo la prueba de potencia de adsorcién cuyo limite se adapta (= 14,5 % p/p).
[ »,
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