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1.4.5 Criterios de validez g@r

o Todos los controles negativos tienen que sobrevivir;

o Tasa de supervivencia para los controles positivos: no menos del 20 % de los ratones murieron
tras recibir una dosis de toxina pertisica de 50 ng/ratén;

o Para cumplir con la Ph. Eur., se comprueba una vez al afio la sensibilidad de la variedad de
ratones mediante una inyeccion por via intravenosa. Se debe registrar al menos un 50 % de
mortalidad en los ratones a los que se les inyectaron 50 ng de toxina pertiisica por via
intravenosa.

1.5 Fosfato de polirribosil ribitol (PRP) no adsorbido, PRP despolimerizado
Esta prueba se realiza de conformidad con los requisitos de la Ph. Eur. 2.2.29 (Cromatografia
liquida).

La prueba se resume a continuacion.

El objetivo de esta prueba es determinar la cantidad de PRP no adsorbido presente en la muestra
de prueba y el porcentaje de PRP despolimerizado en la parte no adsorbida de la vacuna mediante
una cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccion amperométrica
pulsada (HPAEC-PAD).

1.5.1  Principio

Se tienen en cuenta dos fracciones.

La fraccidn 1 se obtiene centrifugando la muestra de prueba a baja velocidad para sedimentar el
gel de aluminio. Se recolecta el sobrenadanie que contiene el PRP no adsorbido.

La fraccion 2 se obtiene ultracentrifugando la muestra de prueba (distinta a la utilizada para la
fraccion 1). Se recolecta el ultrasobrenadante que contiene el PRP no adsorbido.

Los polimeros contenidos en cada fraccion se hidrolizan para formar disacéridos de fosfato de
polirribosil ribitol. Los hidrolizados se analizan mediante HPAEC-PAD para determinar el
contenido de PRP en cada fraccion. El andlisis de la fraccién 1 permite determinar la cantidad de
PRP no adsorbido, mientras que el anélisis de la fraccidn 2 permite calcular el porcentaje de PRP
despolimerizado.

El porcentaje de PRP despolimerizado se calcula como la proporeidn entre el contenido de PRP
en la fraccién de ultrasobrenadante y el PRP no adsorbido.

1.5.2  Muestras

¢ Estdndar de refetencia: granel interno de polisacérido conjugado de Haemophilus tipo b a
razén de aproximadamente 20 pg/mL;

o Control interno: lote de produccién interno de Haemophilus influenzae tipo b;

» Estandar interno: glucosamina-1-fosfato (125 ug/mL).
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1.5.3  Procedimiento operativo

¢ Preparacion de las muestras

Estandar de referencia: el rango del estdndar de referencia se prepara con agua purificada
ultrafiltrada y soluciones de NaCl. Se realizan varias diluciones para obtener un rango de
[0,5-12,5] pg/mL de PRP.

Muestra de prueba (determinacion del contenido de PRP no adsorbido): la muestra de prueba se

centrifuga a 5.000 g durante 5 min. a temperatura ambiente. Se recolecta el sobrenadante. El
control interno utilizado para determinar el PRP no adsorbido se somete a la misma centrifugacion
que la muestra de prueba. :

Muestra de prueba (determinacién del contenido de PRP despolimerizado): la muestra de prueb

se somete a ultracentrifugacion a 500.000 g durante 30 min. a +12°C. Se recolecta el
sobrenadante. El control interno utilizado para determinar el PRP despolimerizado se somete a la
misma centrifugacion que la muestra de prueba. Se integra un control interho por corrida.

Las muestras de prueba, los controles internos (para PRP no adsorbido y para PRP
despolimerizado) y el estandar de referencia se hidrolizan con una solucién de hidroxido de sodio
1,5 N que contiene el estdndar interno. Se prepara una solucidn "testigo de hidrélisis" con NaCl al
0,9 % e hidréxido de sodio 1,5 N que contiene ¢l estindar interno.

o (Caracteristicas de la HPAEC-PAD

A continuacién, las muestras (controles internos, estandar de referencia, muestras de prueba y
testigo de hidrdlisis) se transfieren a viales de muestreo para cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) y se analizan con HPAEC-PAD.

La cromatografia se realiza con una columna de HPLC de intercambio anionico, 2 +30 °C con una
fase mévil de NaOH 35 mM/acetato de sodio 114 mM, que se inyecta en la columna con una
velocidad de flujo de 1,2 mL/min.

1.5.4  Resultados
Se calcula la proporcidn entre el area del pico del PRP y el drea del pico de la glucosamina-1-

fosfato (estandar interno) para cada dilucion estandar y muestra de prueba.

Los parimetros a (pendiente), b (ordenada) y r (coeficiente de cotrelacion) se determinan por la
regresion lineal del estandar de referencia:

(4rea del PRP/ 4rea del estdndar interno) = a[concentracién del PRP] +

luego se calcula la concentracidn del PRP para cada muestra de prueba (expresada en pg/mL).

El porcentaje del PRP despolimerizado se calcula de la forma siguiente:

% PRP despolimerizado = (contenido de PRP despolimerizado/contenido de PRP no adsorbido)x 100

El poreentaje del PRP despolimerizado y el contenido de PRP no adsorbido se tienen que obtener
en el mismo analisis. Si un resultado no es valido, ambos resultados quedan invalidados.
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El valor final obtenido es el resultado de dos corridas independientes.

1.5.5 Criterios de validez

» Eltestigo de hidrélisis no debe tener ningiin pico en la zona de elucién del PRP;
* El coeficiente de correlacion r debe ser mayor o igual que 0,995;

¢ El valor del porcentaje de PRP despolimerizado del control interno se debe encontrar dentro
de los limites del grafico de control;

* Siuna muestra de prueba produce un cromatograma atipico con resultados satisfactorios, se
debe volver a analizar;

* Se aplican criterios de aceptacién cromatograficos especificos para el control interno en
funcion de la referencia de la columna, tales como la altura equivalente de una placa tedrica
(HETP) minima, resolucion posterior al pico, asimetria del pico y 4rea del pico.

1.6 Porcentaje de adsorcion, toxoide diftérico (en cohete)

EI porcentaje de adsorcion del toxoide diftérico se determina mediante el método de
inmunoelectroforesis en cohete de conformidad con los requisitos de la Ph. Eur. 2.7.1 (Métodos
inmunoquimicos).

La prueba se resume a continuacion.
1.6.1  Principio

El objetivo de esta prueba es determinar la concentracion de toxoide diftérico no adsorbido
presente en las muestras de prueba. Este método se basa en la migracidn, bajo un campo eléctrico,
del sobrenadante de la vacuna en un gel de agarosa al 1 % que contiene sueto contra toxoide
diftérico. Se forman lineas de precipitacion en forma de cohete en la zona de equivalencia. La
altura de las curvas en forma de cohete es proporcional a la cantidad de toxoide diftérico presente
en la muestra de prueba,

1.6.2  Procedimiento operativo

» Preparacion del gel

El gel se prepara a partir de una solucién de agarosa al 1 % a la que se afiade la cantidad correcta
de antisuero contra toxoide difiérico. La cantidad de antisuero que se tiene que afiadir se
determina en el paso de cualificacion.

El antisuero antidiftérico interno se obtiene por inmunizacion con toxoide diftérico purificado.

& Preparacion de las muestras

Estandar de referencia: El estindar de referencia es el lote interno de toxoide diftérico purificado a
granel utilizado para la formulacion de la vacuna analizada (vea la justificacién que se presenta en
la seccion 3.2.P.6 Estandares o materiales de referencia, parrafo 1.3),
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El rango de referencia incluye varias diluciones (p. ¢/.: puro - 0,5 - 0,25 - 0,125). El estdndafeR:" ;
referencia puro se prepara para obtener una concentracion de toxoide diftérico purificado queebs‘ Emg\* '
equivalente a su concentracion tedrica en la vacuna. Se llevan a cabo diluciones en una solucién
tampén de barbital 1 x. Cada dilucidn se carga por duplicado en ambos lados del gel de agarosa.

Productos analizados: Los productos se centrifugan a 5.200 g durante 5 min. a +5 °C. Los
sobrenadantes se recolectan y se cargan puros por duplicado en el gel de agarosa.

El control de migracion es azul de bromofenol cargado en uno o més pocillos libres.
¢ Inmunoelectroforesis en cohete

Las muestras (estdndar de referencia, productos analizados y control de migracidn) se cargan en el
gel como se ha descrito anteriormente y se lleva a cabo la inmunoelectroforesis como sigue:

¢ Tampdn de migracién: barbital 1 x;

o Migracion: bien 15-16 ha2 V/cm o bien 5 ha 4 Viem;
. Temperaturé: +10°Ca+15°C

e Amperios: 100 mA;

¢ Potencia: 50 vatios.

A continuacion el gel se lava (con NaCl a 0,9 % y agua purificada), se seca con un sistema de aire
ventilado, se tifie con solucidn de tincion de Coomassie y se destifie usando una solucioén de 4cido
acético y metanol.

1.6.3  Resultados
La altura de los cohetes se mide en centimetros desde la base inicial de los cohetes de difteria

hasta el pico de cada cohete.

Los parametros a (pendiente) y b (ordenada) de la curva del estandar de referencia se calculan de
la manera siguiente:

log,, de la concentracién del toxoide diftérico (Lf/dosis) = a- (log,, de las alturas de los cohetes (cm))+b

La concentracion de toxoide diftérico por dosis de la muestra de prueba (media de las alturas de
los cohetes del producto) se determina por extrapolacion de la curva estandar.

La adsorcién del toxoide tetdnico en gel de aluminio se expresa en porcentaje de adsorcion.

El porcentaje de adsorcion del toxoide diftérico presente en la muestra de prueba se calcula de la
forma siguiente:

Concentracién del toxoide diftérico en el sobrenadante

Adsorcion del toxoide diftérico (%) =100+«
(%) Concentracion tedrica del toxoide diftérico en la vacuna inicial

La adsorcion del toxoide tetanico en gel de aluminio se expresa en porcentaje de adsorcion.

1.6.4 Criterios de validez

¢ Laaltura del cohete del antigeno de referencia més concentrado eg de entre 20 y 50 mm;

[ oy
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¢ Los cohetes se deben haber teflido correctamente; Y % ---- : --
o Las curvas de los cohetes tienen que ser claras y contrastadas; O mre
» El coeficiente de correlacién de la curva de referencia no debe ser inferior a 0,98;

e El porcentaje de desviacién estindar relativa calculado en la altura del cohete de las diluciones
de cada referencia y de las muestras de prueba no debe ser superior al 20 %.

1.7  Porcentaje de adsorcién, hepatitis B (ELISA)

El porcentaje de adsorcidn de la hepatitis B se determina mediante un método ELISA de
conformidad con los requisitos de la Ph. Eur. 2.7.1 (Métodos inmunoquimicos).

La prueba se resume a continuacion.
1.7.1  Principio

Ei antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) es capturado en primer lugar por un
anticuerpo monoclonal contra hepatitis B en una placa con 96 pocillos. Luego el antigeno unido es
reconocido por un segundo anticuerpo monoclonal contra hepatitis B que es detectado por un
anticuerpo contra inmunoglobulina conjugado con peroxidasa. Al agregar un sustrato
cromogénico (tetrametilbencidina o TMB), se produce un color cuya intensidad es proporcional a
la cantidad de antigeno capturado en el pocillo. El andlisis de los resultados sigue el método de
lineas paralelas descrito en la Ph. Eur. 5.3.3.

El porcentaje de adsorcion se obtiene a partir de la determinacion del contenido de HBsAg total y
del contenido de HBsAg no adsorbido presentes en la muestra de prueba.

1.7.2  Procedimiento operativo

e Preparacién de las muestras

Se preparan cuatro muestras:

o El estandar de referencia, que es un lote de Hexaxim se diluye en serie (unas 6 diluciones) y se
preparan duplicados independientes.

¢ El control interno, que es un lote de Hexaxim.

o Lamuestra de prueba. Se realizan dos preparaciones: una para determinar el HBsAg no
adsorbido (sobrenadante de la vacuna) y la otra para determinar el contenido de HBsAg total
{vacuna total).

Se preparan duplicados independientes para cada muestra.
o Preparacion del sobrenadante de la vacuna:
Para determinar el contenido de HBsAg no adsotbido, se centrifuga un volumen de la

muestra de prueba a 8,800 g durante 5 min. a +20 °C. Se recolecta el sobrenadante (que
contiene el HBsAg no adsorbido).
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Tratamiento de las muestras: ?i\ """"""""" y

El estdndar de referencia, el control interno, ¢l sobrenadante de la vacuna y la vacuna total (qu%?sEN-‘
usa para determinar el contenido de HBsAg total) se diluyen a razén de 1/4 con una solucién
PBS-triton-DEA y se conservan durante 1 hora a temperatura ambiente con mezclado.

Dilucion de las muestras:

A continuacién, las muestras tratadas se diluyen en el tampén de ELISA mediante dilucidn
seriada con una proporcién de 2. Por ejemplo, se pueden realizar 6 diluciones seriadas a 1/800,
171600, 1/3200, 1/6400, 1/12800 y 1/25600 para el estandar de referencia, el control interno y la
muestra de vacuna total, segin su concentracion de HBsAg.

La muestra de sobrenadante de la vacuna se diluye en el tampdn de ELISA mediante dilucién
seriada con una proporcion de 2. Por ejemplo, se pueden realizar 6 diluciones seriadas a 1/400,
1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400 y 1/12 800, segln la concentracion de HBsAg presente en la
muestra de sobrenadante de la vacuna.

o Titulacién mediante ELISA
El método ELISA permite titular la hepatitis B en cada fraccién.

1) Las microplacas que contienen los anticuerpos de recubrimiento se incuban durante 12
horas a +5 °C y luego se lavan con una solucién PBS-Tween;

2) Las preparaciones de sobrenadante de la vacuna, vacuna total, control intetno y estdndar -
de referencia se colocan en los pocillos;

3) A continuacion se afiaden anticuerpos monoclonales anti-HBsAg secundarios;

4) El complejo se revela con peroxidasa conjugada a anticuerpos anti-IgG y TMB. La
reaccion se detiene con una solucién de HCI1 I N.

Las microplacas se incuban durante 30 min. a +25 °C y se lavan con una solucién PBS-
Tween 20 tras los pasos 1, 2 y 3.

Se afiade el testigo (tampon de dilucion) en los pocillos libres y se somete a los mismos
tratamientos que [as muestras de prueba. .

1.7.3  Resultados

La densidad dptica (DO) de cada pocillo se registra a 450 nm y a 630 nm. La DO registrada a 630
MN se resta de la DO registrada a 450 nm.

La DO media de los pocillos del testigo se resta de [a DO de los pocillos de la muestra.

Se utiliza el modelo de lineas paralelas para determinar el contenido de HBsAG de cada muestta,
de conformidad con la Ph. Eur, 5.3.3.

Se comprueba la validez estadistica. A continuacidn, se calcula la pendiente comn, los titulos de
las muestras y los limites de confianza.

El porcentaje de adsorcion se calcula como sigue:

M .
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1.7.4  Criterios de validez
Testigos: La DO media de los testigos debe ser inferior o igual a 0,150.
Control interno y muestras:
¢ Se utiliza un minimo de 3 diluciones para determinar cada titulo con el método de lineas
paralelas;
» Elintervalo de confianza (IC) calculado para los titulos de las muestras se expresa en
porcentaje y se debe encontrar dentro del siguiente intervalo : 80 % < IC 95 % < 125 %;
* Para cada pareja de placas duplicadas, el titulo del control interno debe estar dentro de los
limites del grafico de control en un 99,8 %.
Referencia: Para cada pareja de placas duplicadas, la pendiente de la curva de referencia debe
estar dentro de los limites del grafico de control en un 99,8 %.
1.8  Potencia diftérica
Esta prueba se realiza de conformidad con la Ph. Eur. 2.7.6 (Analisis de la vacuna antidiftérica
adsorbida). Se aplica el método A (prueba de desafio intradérmico en cobayos).
1.9  Potencia tetanica
Esta prueba se realiza de conformidad con la Ph. Eur. 2.7.8 (Anélisis de la vacuna antiteténica
adsorbida). Se aplica el método B (prueba de desaflo en ratones, método de parélisis).
Para minimizar el sufrimiento de los animales, se siguen las directrices de la monografia de la Ph.
Eur, 2.7.8. (Analisis de la vacuna antitetinica adsorbida).
1.10 Inmunogenicidad antipertisica
Esta prueba de inmunogenicidad se realiza para evaluar la respuesta de anticuerpos contra el
toxoide pertisico y la hemaglutinina filamentosa (FHA) tras la inmunizacién de ratones con una
vacuna que contiene el principio activo antigeno pertisico acelular de dos componentes. Los
anticuerpos contra PTxd y FHA se titulan mediante ELISA.
Esta prueba se realiza de conformidad con la Ph. Eur. 2.7.16 (Vacuna contra la tos ferina, de
componentes acelulares, adsorbida).
A continuacidn se ofrece informacién mas especifica.
1.10.1 Principio
Esta prueba se divide en 2 etapas:
Fy I
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1) Los ratones se inmunizan por via intraperitoneal con 1/5 de una dosis humana tnica dilufdge®
tampon PBS. Cuatro semanas después, se les extrae sangre a los ratones y los sueros de e@
se almacenan antes de analizarlos.

2) Latitulacion por ELISA de los anticuerpos contra la toxina pertisica y los anticuerpos anti-
FHA en suero de ratdn se basa en {a monografia 2.7.1, de la Ph. Eur.

El método ELISA implica la reaccidn entre los anticuerpos del suero de ratdn y los antigenos de
toxina pertlisica o de FHA que recubren los pocillos de las microplacas. La cantidad de
anticuerpos unidos se determina mediante una reaccidon posterior con anticuerpos anti-IgG de
raton conjugados con fosfatasa alcalina, seguida de una reaccién cromogénica con sustrato de
fosfatasa alcalina. La intensidad del color desarrollado es proporcional a la concentracidn de
anticuerpos.

1.10.2 Muestras

Etapa de inmunizacion

¢ Vacuna de referencia: se inmuniza a 1 grupo de 10 ratones con 0,5 mL de la vacuna de
referencia (lote Hexaxim) (50 ug/mL de PTxd y 50 pg/mL de FHA) diluida a 1/5 en tampdn
PBS;

¢ Control negativo: se inmuniza a I grupo de 10 ratones con 0,5 mL de tampdn PBS;

* Muestras de prueba: se inmuniza a 1 o més grupos de 10 ratones con 0,5 mL de una dosis
humana tnica de la vacuna analizada (50 pg/mL de PTxd y 50 ug/mL de FHA) diluidaa 1/5
en tampon PBS.

Titulacion mediante ELISA

Se analizan las muestras siguientes en la misma corrida:

¢ Estandares de referencia: antisuero murino contra Bordetella pertussis de titulo conocido
(anti-PTxd y anti-FHA);

o Control positivo: agrupamiento de antisueros murino (anticuerpos anti-PT y anti-FHA);
¢ Sueros murinos individuales de ratones inyectados con Ia vacuna de referencia;
¢ Sueros murinos individuales de ratones inyectados con el control negativo;

e Sueros murinos individuales de ratones inyectados con las muestras de prueba.
1.10.3 Procedimiento operativo

1) Etapa de inmunizacion

Dia 0, se inmuniza a grupos de ratones con las muestras descritas anteriormente (vacuna de
referencia, control negativo y muestras de prueba).

Dia 28, se extrae sangre a los ratones, se recolecta el suero y se centrifuga. Los anticuerpos
PTxd y FHA se titulan por el método ELISA.

2) Titulacién mediante ELISA

A

RA_0303386 Informacién confidencinl/propietaria

Pégina 15 de 28 A0K NTEM H/g :
il ILUN& CHRISTIAN WM sUEZ

RAMAEIBARTEIR q A snmnﬁ; ‘pﬁ.







sanofi pasteur Seccién 3.2.P.5.2

352 - Hexaxim Procedimientos analiticos w

e Preparacion de las muestras e

Yy
El estdndar de referencia, el control positivo y los sueros recolectados (excepto los sueros "¢

de los ratones a los que se les ha inyectado el control negativo) se diluyen y cargan a
distintas concentraciones.

Estandares de referencia:

El estandar de referencia de antisuero murino contra Bordetella pertussis se diluye en
tamp6én PBS. Ambos rangos de referencia (PTxd y FHA) incluyen al menos 4 puntos.
Las diluciones correctas se determinan durante la cualificacién de la referencia.

Control positivo: Ef control positivo se diluye seglin se determine en la cualificacion.

Sueros recolectados: Los sueros recolectados se diluyen en tampén PBS. El rango de
diluciones incluye al menos 4 puntos.

e Pasos de la titulacién mediante ELISA
1) Las microplacas se recubren con antigeno FHA o PTxd.

2) Los pocillos se saturan con solucién de albumina de suero bovino (BSA) (anti-Ptxd)
o suero de cabra (anti-FHA);

3) Se agregan el estdndar de referencia, el control positivo y los sueros. Se agrega el
tampodn de dilucion (testigo) en los pocillos libres;

4) Se agregan anticuerpos anti-IgG de ratdn conjugados con fosfatasa alcalina,

5) Elcomplejo se realza con un sustrato de fosfatasa alcalina: p-nitrofenil fosfato
disddico (PNPP).

La reaccion se detiene con una solucién de hidréxido de sodio.

Las microplacas se lavan tras los pasos 1,2, 3 y 4.
1.10.4 Resultados

Después de la reaccion cromogénica, se registra la DO de cada pocillo a 405 nm y a 620 nm. El
valor de absorbancia resultante es la diferencia entre la DO obtenida a 405 y 620 nm. La
absorbancia de la curva del estndar de referencia de antisuero murino se grafica como funcién de
la concentracién anti-PTxd (o de la concentracién anti-FHA) usando un programa de regresién
lineal/logaritmica.

Las concentraciones de anti-PTxd y anti-FHA (en UE/mL) en las muestras de prueba y en la
vacuna de referencia se interpolan a partir de la curva del estndar de referencia mediante un
método de lineas paralelas. La capacidad de la vacuna para inducir anticuetpos contra la tos ferina
no debe ser significativamente diferente (P = 0,95) a la de la vacuna de referencia. El resultado
final es Ia media de las distintas diluciones.

1.10.5 Criterios de validez

La titulacién mediante ELISA se considera valida si;
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