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Tabla 71: Resultados de la validacidon: Linealidad

Caracteristicas Criterios de aceptacion Resultados
Linealidad Plineatidsd < 0,01 .| Tipo 13

Pratia de sjusie > 0,05 Plinatidad < 0,0001

(de lo contrario, la Praits de sjuste = 0,41

e aﬁ; ser Y =-0,001 +0,994, X

Donde X = concentracién tedrica prevista del antigeno D (log(UD/mL)}e Y =
concentracion medida del antigeno D (log(UD/mL)).

R2=0,9962
Rango de linealidad: [23,4-119,1] UD/mL

Tipo2:

Plinedidad < 0,0001

PFaha de afuste <0.05

Pero la curvatura es insignificante (Bliss)
Y =-0,132 4+ 1,096. X

Donde X = concentracion tedrica prevista de! antigeno D (log(UD/mL)) e ¥ =
concentracion medida del antigeno D (log(UD/mL)).

R*=0,9949

Rango de linealidad: [5.4-28,6] UD/mL
Tipe 3:

Plineatived < 0,0001

Praita de gjuste = 0,12

Y =-0,108 +1,057. X

Donde X = concentracion fedrica prevista del antigeno D (log{UD/mL)}e ¥ =
concentracion medida del antigeno D (log(UD/mL}).

R*= 10,9975
Rango de lineslidad: {20,9-110,9] UD/mL

Tabla 72: Resultados de la validacion: Exactitud

Caracteristicas Crlterios de aceptacidn : Resultados

exactitud El porcentaje de recuperacion ipo 1:

promedio calculado para los 4 En funcién del nivel de concentracién, el porcentaje de recuperacion
niveles de concentracién tedrica

di it % y 98%
prevista debe hallarse entre el 80% pr.ome io se sitda entre 6% y 98%
y el 120%. Tipo 2:
En funcidn del nivel de concentracién, el porcentaje de recuperacion
promedio se sitlia entre 87% y 98%
Tipo 3:
En funcion del nivel de concentracién, el porcentaje de recuperacion
promedio se sita entre 92% y 100% '
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Validacién de los procedi

Tabla 73: Resultados de la validacién: Precision

Caracteristicas Criterios de aceptacidén

Resultados

precision El intervalo de conflanza del
95% de la repetibilidad para 1
setie con 1 medicién debe ser
igual o menor que x/: 1,2

El intervalo de confianza del
95% de la precision intermedia
para 1 serie con 1 medicibn es
igual o menor que x/: 1,2

Tipo 1:
Media general: M = 1,741 que equivale en forma aritmética a
55,1 UD/mL

La desviacion estindar relativa de la repetibilidad y de la precision
intermedia es respectivamente: 2,5% v 3,1%

El intervalo de confianza del 95% de la repetibilidad es+ 0,023, que equivale a
x/+ 1,05 en forma aritmética

El intervalo de confianza del 95% de la precision intermedia para 1 serie con
1 medicion es £0,029, que equivale a x/+ 1,07 en forma aritmética

Tipo 2;
Media general: ™ = 1,130 que equivale en forma aritmética a
13.5 UD/mL

La desviacidn estdndar relativa de la repetibilidad y de la precision
intermedia es respectivamente: 1,9% y 2,0%

El intervalo de confianza del 95% de la repetibilidad es 0,018, que equivate a
x/+ 1,04 en forma aritmética

Elintervalo de confianza del 95% de 1a precision intermedia para 1 serie

con 1 medicitn es £ 0,018, gue equivale & x/+ 1,04 en forma aritmética

Tipo 3!

Media general: M = 695 que equivale en forma aritmética a 49.6 UD/mlL

La desviacion estandar relativa de la repetibilidad y de la precision
intermedia es respectivamente: 2,5% y 3,7%

1!l intervalo de confianza del 95% de la repetibilidad es 0,023, que equivale a
%+ 1,05 en forma aritmética

El intervalo de confianza del 95% de la precision intermedia para 1 serie con
1 medicidn es + 0,033, que equivale a x/+ 1,08 et forma aritmética

El método es especifico, lineal, exacto y preciso.

El método es valido para cuantificar el antigeno D por el método de lineas paralelas en la vacuna
Hexaxim en la etapa de producto final a granel.

La validacién en la etapa de producto final a granel cubre la etapa de producto llenado.

3.5.2 Resultados

3.52.1 Especificidad

El dato sometido a andlisis es la densidad optica.
En las Tabla 74, Tabla 75, Tabla 76 y Tabla 77 se resumen los resultados del estudio.
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Seccion 3.2.P.5.3

Validacién de los procedimientos analiticos

3.5.2.1.1

Especificidad intertipo

3.52.1.1.1 Resultados analiticos

Le especificidad intertipo ha sido validada en la etapa de cosecha sin procesar, como se describe
en 3.2.8.4.3 Validacién de los procedimientos analiticos. Se utilizan los mismos anticuerpos
especificos en cada paso de la elaboracién y la etapa de cosecha sin procesar cubre las etapas de
producto final a granel y de producto llenado para la especificidad. A continuacion se indican los
principales resultados del estudio de especificidad intertipo.

Tabla 74: Especificidad intertipo, promedios del valor de densidad éptica (DO) del testigo
del reactivo para el tipo 1

Media de los 2 valores de

Trivalente de

Testigo del reactivo

Testigo del reactive

Testigo del reactivo

densidad Gptica control de validez tipo 1 tipo 2 tipo 3
FA213875 FA213508 FA180072 FA224557
La diluci6n inicial produce | 1/2 0,7875 1/8 0,7290 /1 0,0000 /1 0,0000
diluciones secundarias :
hasta factorial 2,5
Segunda dilucién 1/5 0,6595 1/20 0,5720 1/2,5 0,0000 12,5 0,0000
Tercera dilucién 1/12,5 0,4330 1/50 0,3520 1/6,25 0,0000 1/6,25 0,0000

Tabla 75: Especificidad intertipo, promedios del valor de densidad dptica (DO) del testigo
del reactivo para el tipo 2

Media de los 2 valores de

Trivalente de control

Testigo del reactivo

Testigo del reactivo

Testigo del reactlvo

densidad optica de validez FA213875 tipo 1 tipo 2 tipo 3
FA213508 FA180072 FA224557
La diluctén inicial produce | 1/2 0,5930 10 0,0000 1/5 0,6165 n 0,0000
diluciones secundarias
hasta factorial 2,5 B
Segunda dlluclén 1/5 0,4580 1/2,5 0,0000 1/12,5 0,4695 1/2,3 0,0000
"Tereera dilucién 11,5 0,3045 1/6,25 0,0000 1/31,25 | 0,2830 1/6,28 90,0000

Tabla 76: Especificidad intertipo, promedios del valor de densidad éptica (DO) del testigo
del reactivo para el tipe 3

Media de los 2 valores de Trivalente de Testigo del reactivo | Testige del reactive | Testigo del reactive
densidad dptica control de validez tipo 1 tipo 2 tipo 3
FA213875 FA283667 FA180072 FA214557
La dilucién inicial produce 172 0,5260 in 0,0000 /1 0,0000 1/4 0,5070
diluciones secundarias
hasta factorial 2,5
Segunda dilueién 1/5 0,4030 12,5 0,0000 1/2,5 0,0000 /10 04130
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3.5.2.1.1.2 Analisis

Los resultados son:

¢ Verificacion por densidades opticas positivas de que para fa cosecha bruta del tipo 1: sefial
positiva en la placa del tipo 1 y ausencia de sefial en las placas del tipo 2 y de! tipo 3.

o Verificacién por densidades épticas positivas de que para la cosecha bruta del tipo 2: sefial
positiva en la placa del tipo 2 y ausencia de sefial en las placas del tipo 1 y del tipo 3.

» Verificacién por densidades épticas positivas de que para la cosecha bruta del tipo 3: sefial
positiva en la placa del tipo 3 y ausencia de sefial en la placa del tipo | y en la placa del tipo 2.

3.5.2.1.2 Especificidad intervalencia

El disefio experimental fue el siguiente: 1 operador llevd a cabo 1 serie.

La matriz de Hexaxim sin IPV (fote BB0 10.103) y un lote de PFAG (lote FDV01416) con todas
las valencias de IPV se analizan como lote segiin la instruccion interna vigente, ademds del
trivalente de control de validez (lote FA213875).

3.5.2.1.2.1 Resuliados analiticos

Tabla 77: Especificidad intervalencia: densidades opticas

Trivalente de control de validez Matriz de Hexaxim sin [PV PFAG de Hexaxim (sin [PV)
(FA213875) (lote BBO 10.103) (lote FDV01416)
Anticuerpo antl | 1,5550 -3,00x 10? 1,630
tipo 1 1,5680 .1,00x 10° 1,5110
Antleuerpo anti | 1,0835 [ 350x10° 1,0815
tipo 2 1,0765 1,50 x 10° 1,0175
Anticuerpo anti | 0,9485 -6,50x 10 0,9795
tipo 3 0,9555 .5,50 % 10° 0,9835

3.52.1.2,2  Analisis

Para la matriz de Hexaxim sin IPV, las densidades dpticas son inferiores a los testigos, excepto
para el serotipo 2. En este caso, las densidades 6pticas son equivalentes al test1go pero no
inferiores a €1 (un poco superiores). La hipétesis es que los antlcuerpos de conejo para el serotipo
2 utilizados en la prueba no han sido tratados previamente como anticuerpos de conejo para los
serotipos 1 y 3 (tratamiento con anti-IgG bovina). Suponemos que la ausencia de tratamiento
induce un valor inicial mayor que en los otros tipos. Por consiguiente, los resultados muestran que
el método es especifico.

A
RA_0303387 " Informaci6n confidencial/propietaria
Pigina 77 de 106
J0XANA UNTEMILQN{* CHRISTIAN DNk
DIRECTORA TECH . JERAGO
HANATS !

ﬂjﬂiln Q4 SANNE DAGTENA ].A

LA






sanofi pasteur Seccion 3.2.P.5.3
352 - Hexaxim Validacién de los procedimientos 695,

Para el lote de PFAG de Hexaxim y el trivalente de control de validez, las densidades
equivalentes.

El método es especifico.
3.52.2 Linealidad

El disefio experimental fue el siguiente: 2 operadores realizaron 3 series separadas en dias
diferentes. Cada corria inclufa el andlisis de un rango de 5 concentraciones de ensayo de antigeno
D (2 vacunas diluidas, 1 vacuna sin diluir - PFAG Hexaxim lote FDV01416 - y 2 vacunas con
agregado - Trivalente lote FA328827).

3.5.2.2.1 Resultados analiticos

El dato sometido a analisis es la concentracién de antigeno D, expresada en UD/mL.
En la Tabla 78 se resumen los resultados del estudio.

La concentracién media de antigeno D de la vacuna sin diluir es igual a 52,8 UD/mL (tipo 1),
13,6 UD/mL (tipo 2) y 48,5 UD/mL (tipo 3) (media geométrica de las 3 series). Por lo tanto, la
concentracién teérica prevista de antigeno D en la muestra se calcula del siguiente modo:

Theoretical expected concentration =

(concentration of D antigen at level 0 x volume of D antigen soiution)+ {concentration of spike x volume of spike)

volume of D antigen solution -+ volumeof diluent + volumeof spike
Donde:
Concentracion del diluyente = 0 UD/mL
La concentracién del agregado es:
s Tipo 1: 320 UD/mL;
e Tipo 2: 70 UD/mL;
e Tipo 3:260 UD/mL.

Ejemplos:
¢ Enelnivel -2 para el tipo 1:

(52.8% 2.500) + (320 x 0)
2.500+2.500+0

Concentracion tedrica prevista = = 26,4 UD/mL

o Enel nivel +2 para el tipo 1;

(52.8% 3.910) + (320 x 1.090)

Concentracion tedrica prevista =
3.910+0+1.090

=111,1 UD/mL
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Se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 78: Linealidad: concentraciones medidas frente a concentraciones tedricas previstas
(UD/mL)

Tipo | Nivel | Solucitén de antigeno Agregado de Diluyente | Concentracién Concentracion
D (FDV01416) trivalente (FA328827) teorica prevista medida (UD/mL)
{UD/mL)
Coneen- | Volumen | Concen- | Volumen | Volumen Serie | Serie | Serie
traeién (mL} tracién {mL) (mL) 1 2 3
{UD/mL) {UD/mL)
Tipo1 | -2 52,8 2,500 320 0 2,500 26,4 264 | 24,6 | 252
-1 3,545 0 1,455 374 37.4 37,3 35,8
0 5,000 0 0 52,8 54,7 | 51,9 | 5.9
+1 4,550 0,450 0 76,9 733 [ T1,8 | 78,0
+2 3,910 1,090 0 111,1 104,0 | 106,0 | 110,0
Tipa2 | -2 13,6 2,500 70 0 2,500 6,8 6,2 5,8 58
-1 3,545 : 0 1,455 9.6 9,0 8,6 8,6
0 5,000 0 0 13,6 134 | 14,2 | 13,2 -
+1 4,570 0,430 0 18,4 17,7 17,9 18,2
+2 3,965 1,035 0 253 24,4 24,8 25,3
Tipo3 | <2 48,5 2,500 260 0 2,500 242 21,8 |1 224 | 225
-1 3,570 0 1,430 34,6 32,7 | 334 |34,
0 5,000 0 0 48,5 498 | 46,6 | 49,1
+1 4,500 0,510 0 70,0 &8 | 701 | 7L7
+2 3,775 1,225 0 100,3 99,7 | 99,0 | 1020

3.5.2.2.2 Analisis

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos de la Tabla 78:

¢ Lahomogeneidad de las varianzas vinculadas se verifica mediante la prueba de Cochran.

e La dependencia entre la concentracién tedrica prevista de antigeno D y la concentracion
medida de antigeno D, y la linealidad de esta relacidn, se prueban mediante una regresion
lineal no ponderada utilizando el método de minimos cuadrados. Se debe mostrar una
pendiente significativa y una desviacion no significativa de la linealidad.

RA_0303387 Informacién confidencial/propitta

TEGe

L

NTEMILONE CHRISTIBND e

aamntyp TENR QA SANNE PASTEIR §.A.
¥y .






sanofi pastenr ¥
352 - Hexaxim Validacion de los procedimientos an

3.5.2.2.2.1 Resultados del tipo 1

[La prueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas.

El anilisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente y el ajuste correcto de la
regresion lineal: existe una dependencia lineal entre la concentracion teorica y la concentracion
medida.

Tabla 79: Linealidad: ecuacion de la recta de regresion (tipo 1)

Ecuacion de la recta de regresion Coeficiente de determinacion {R?) | Rango de linealidad en UD/mL

Y =(-0,001 £ 0,064) + (0,994 £ 0,037). X R*=0,9962. [23,38-119,081

donde: X= concentracion tedrica (log{UD/mL))Y = concentracién medida (log(UD/mL)}

Plinealigad < 0,0001
Praita de ajuste = 0,41

El método es lineal en el rango [23,4-119,1] UD/mL, que representa el [58-138]% de la
especificacion.

Se cumplen todos los criterios de aceptacion; por lo tanto, el método es lineal para el tipo 1.

Figura 7: Grifico de linealidad del tipo 1
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3.5.2.2.2.2 Resultados del tipo 2

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas.

El anélisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente y ¢l ajuste correcto de la
regresion lineal ya que la curvatura es insignificante con respecto a la regresién: existe una
dependencia lineal entre la concentracion tedrica y la concentracion medida.

Tabla 80: Linealidad: ecuacion de la recta de regresién (tipo 2)

Ecuacidn de la recta de regresidn

Coeficiente de determinacion (R} | Rango de linealidad en UD/mL '

Y = (0,132 & 0,054) + (1,096 £ 0,047), X =0,9949, [5.36-28,57]

donde: X= concentracion tedrica (log{UD/mL))Y = concentracion medida (log{UD/mL})

Plinealidad < 050001
Prata de ajuste < 0,05 (pero insignificante segin Bliss)
El método es lineal en el rango [5,4-28,6] UD/mL, que representa [54-159]% de la especificacion.

Se cumplen todos los criterios de aceptacién; por lo tanto, el método es lineal para el tipo 2.

Figura 8: Gréfico de linealidad del tipo 2
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3.5.2.2.2.3 Resultados del tipo 3

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas.

El anélisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente y el ajuste correcto de la
regresion lineal: existe una dependencia lineal entre la concentracion tedrica y la concentracion
medida. '

Tabla 81: Linealidad: ecuacion de la recta de regresion (tipo 3)

Ecuacion de la recta de regresion Coeficiente de determinacion (R?) Rango de linealidad en UD/mL

Y = (0,108 + 0,054) + (1,057 = 0,031). X R*=0,9975. [20,85-110,94]

donde: X= concentracion tedrica (log(UD/mL))
Y = concentracién medida (log(UD/mL})

Plinealidad < 0,0001

Pralta de ajuste = 0,12

E! método es lineal en el rango [20,9-110,9] UD/mL, que representa el [61-154]% de la
especificacion.

Se cumplen todos los criterios de aceptacion; por lo tanto, el método es lineal para el tipo 3.

Figura 9: Grafico de linealidad del tipo 3
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3.5.2.3 Exactitud

Puesto que la concentracion tedrica en la muestra de rutina (nivel 0) (media geometrlca RESE
concentraciones medidas) se utiliza para calcular la concentracién tedrica prevista, este nivel no se
incluye en los calculos de la exactitud.

Por lo tanto, la exactitud se estudia en 4 niveles de concentracion.

El disefio experimental fue el siguiente: 2 operadores realizaron 3 series separadas en dias
diferentes. Cada serie inclufa el analisis de un rango de 5 concentraciones de ensayo del antigeno
D (2 vacunas diluidas, 1 vacuna sin diluir y 2 vacunas con agregado).

3.5.2.3.1 Resultados analiticos

En la Tabla 78 se resumen los resultados del estudio.
3.5.2.3.2  Analisis

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la Tabla 75.

e Los porcentajes de recuperacién se calculan para cada nivel de concentracidn tedrica prevista
y para cada grupo (media de las series);

» La homogeneidad de las varianzas intraniveles se verifica mediante la prueba de Cochran;

e Se calcula el porcentaje de recuperacién promedio por concentracion.

3.52.3.2.1 Resultados del tipo 1

Tabla 82: Exactitud: porcentaje de recuperacién promedio por concentracién (tipo 1)

Cilenlo de recuperacidn (%):

Nivel de concentracion tedrica Media
-2 96%
-1 98%
+1 97%

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de titulacion teérica prevista son
homogéneas.

Puesto que el porcentaje de recuperacién promedio global se encuentra entre el 80 % y el 120 %,
el método es exacto para el tipo 1.
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3.5.2.3.2.2 Resultados del tipo 2

Tabla 83: Exactitud: porcentaje de recuperacién promedio por concentracién (tipo 2) |

Cileculo de recuperacion (%):

Nivel de concentracion tedrica

Media

-2

87%

-1

91%

+1

97%

+2

98%

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de titulacion tedrica prevista son

homogéneas.

Para cada nivel de concentracion tedrica, la recuperacién promedio de cada nivel se halla entre el

80 % y el 120 % para el nivel 2.

3.5.2.3.2.3 Resultados del tipo 3

Tabla 84: Exactitud: porcentaje de recuperacion promedio por concentracion (tipo 3)

Caleulo de recuperacion (%)

Nivel de concentracién tedrica Media
) 92%
-1 97%
+1 100%
2 100%

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de titulacién tedtica prevista son
homogéneas.

Para cada nivel de concentracion tedrica, la recuperacion promedio de cada nivel se halla entre el
80 % y el 120 % para el tipo 3. '

3524 Precision

El disefio experimental fue el siguiente:

o Se llevaron a cabo 3 series en condiciones de precisidn intermedia: los ensayos se llevaron a
cabo de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria
homogénea, en el mismo laboratorio, por 2 operadores y en dias diferentes.

e [n cada serie se realizaron 6 ensayos en condiciones que garantizaban la repetibilidad: los
ensayos se llevaron a cabo de manera independiente, utilizando el mismo método, en una
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operador y ¢l mismo dia.

3.5.2.4.1 Resultados analiticos

. /5
Qr:

muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, con el mismo equipo, p

El dato sometido a andlisis es la concentracién de antigeno D, expresada en UD/mL.

Tabla 85: Precision: concentraciones de ensayo de antigeno D en la vacuna Hexaxim

(UD/mL)
Tipo Serie 1 Serie 2 Serie 3

Tipa 1 56,3 54,3 37,8
56,2 53,9 59,1
55,4 53,5 56,3
54,0 53,7 56,2
54,3 55,5 55,4
54,0 53,0 53,4

Tipo 2 13,9 13,5 134
13,4 13,2 13,6
13,7 13,5 13,0
13,7 13,8 13,5
13,2 13,9 13,6
13,3 13,6 13,1

Tipo 3 43,8 51,0 48,6
49,2 50,7 47,5
46,6 51,7 49,6
48,4 52,7 49,7
43,0 49,8 514
41,7 49,8 515

3.5.2.4.2 Analisis

La precision del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la

Tabla 85:

s Lahomogeneidad de las varianzas intragrupos se verifica mediante la prueba de Cochtan;

s Al adquirit la homogeneidad, se calculan los pardmetros de repetibilidad y precisidn

intermedia,
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3.5.2.4.2.1 Resultados del tipo 1 DEE

Media general = 1,741; que equivale en forma aritmética a 55,10 UD/mL

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas.

Tabla 86: Precisién: caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia para tipo 1

Caracteristicas Desviaciin Desviacion estdndar Intervalo de confianza del 95 %
estandar relativa con k=1 y n=1
Caracteristicas de repetibilidad 2.5% 0,011 + 0,023; que equivale a =/ 1,05 en forma
aritmética
Caracteristicas de precisién 3.1% 0,014 = 0,029 ; que equivale a x/+ 1,07 en forma
intermedia aritmética

Puesto que el intervalo de confianza del 95% de la repetibilidad y el intervalo de confianza del
95% de la precisién intermedia son inferiores a x/: 1,2, ¢l método es preciso para el tipo 1.

3.5.2.4.2.2 Resultados del tipo 2

Media general = 1,130; que equivale en forma aritmética a 13,49 UD/mL

La prueba de Cochran muestra qué las varianzas de las 3 series son homogéneas.

Tabla 87: Precision: caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia para tipo 2

Caracteristicas Desviacién Desviacion estindar Intervalo de confianza del 95 %
estindar relativa con k=1 y n=1
Caracteristicas de repetibilidad 1,9% 0,008 + 0,018; que equivale a x/+ 1,04 en forma
aritmetica
Caracteristicas de precisién 2,0% 0,008 +0,018; que equivale a x/+ 1,04 ¢n forma
intermedia aritmética

Puesto que el intervalo de confianza del 95% de la repetibilidéd y el intervalos de confianza del
95% de la precision intermedia son inferiores a x/: 1,2, el método es preciso para el tipo 2.

3.5.2.4.2.3 Resultados del tipo 3
Media genetal = 1,695; que equivale en forma aritmética a 49,57 UD/mL

La prueba de Cochran muesira que las varianzas de las 3 series son homogéneas.

Tabla 88: Precision: caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia para tipo 3

Caracteristicas Desviacién Desviacion estdndar Intervilo de conflinza del 95 %
estindar relativa con k=1y n=1
Caracteristicas de repetibilidad 2,5% 0,011 + 0,023; que equivale a x/+ 1,05 ett forma
aritmética.

/\ )
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Caracteristicas Desviacion Desviacién estandar Intervalo de confianza del 959
estandar relativa con k=1 y n=1
Caracteristicas de precisién. 3,7% 0,016 +0,033; que equivale a %/ 1,08 en forma
intermedia : aritmética.

Puesto que ¢l intervalo de confianza del 95% de la repetibilidad y el intervalos de confianza del
95% de la precisidn intermedia son inferiores a x/: 1,2, el método es preciso para ¢l tipo 3.

3.5.2.,5 Conclusion

Se cumplen todos los criterios de aceptacion:
El método es especifico.

El método es lineal en el rango:

s Tipo 1:[23,4-119,1] UD/mL;

¢ Tipo 2: [5,4-28,6] UD/mL;

¢ Tipo 3:{20,9-110,9] UD/mL.

Se demuestra la exactitud en el mismo rango, con una recuperacion promedio de:

¢ Tipo 1: en funcién del nivel de titulacién, el porcentaje de recuperacidn promedio se sitla
entre el 96% y el 98%:

s Tipo 2: en funcién del nivel de titulacidn, el porcentaje de recuperacién promedio se sitia
entre el 87% y el 98%:

o Tipo 3: en funcidn del nivel de titulacion, el porcentaje de recuperacion promedio se sitda
entre 92% y 100%.

El método es preciso:
¢ Tipo 1

s Elintervalo de confianza de la repetibilidad es x/+ 1,05 y el intervalo de confianza de la
precision intermedia esx/+ 1,07 para 1 serie con 1 medicion;

e Lamedia general es de 55,1 UD/mL.
¢ Tipo 2:
¢ Elintervalo de confianza de la repetibilidad es x/+ 1,04 y el intervalo de confianza de la
precision intermedia es x/+ 1,04 para 1 serie con | medicion;
o Lamedia general es de 13,5 UD/mL.
¢ Tipo 3:
« Elintervalo de confianza de la repetibilidad es x/+ 1,05 y el intervalo de confianza de la
precision intermedia es x/+ 1,08 para 1 serie con 1 medicion;
¢ La media general es de 49,6 UD/mL.
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especifico, lineal, exacto y preciso. El método es valido para cuantificar el antigeno D por el
método de lineas paralelas en la vacuna Hexaxim en la etapa de producto final a granel.

La validacion en la etapa de producto final a granel cubre la etapa de producto llenado.

4 Restimenes de la validacion de las pruebas de liberacién del producto
llenado

4.1 Contenido de aluminio

4.1.1 Panorama

De conformidad con la guia de la ICH y como parte de las Buenas Précticas de Manufactura
(BPM), este informe describe la validacion del contenido de aluminio en la vacuna Hexaxim en la
etapa de producto llenado.

Las muestras a analizar se mineralizan en presencia de 4cido sulfirico y de 4cido nitrico. El
aluminio forma complejos con el EDTA en un tampén pH 4,4. El exceso de EDTA se titula con
CuS04 en presencia de un indicador de color (PAN). El volumen necesario de EDTA para formar
complejos con el aluminio en una muestra se calcula por la diferencia entre el volumen de CuSO4
aceptado para titular el testigo y el volumen de CuSO4 aceptado para titular la muestra. Un
mililitro (1 mL) de EDTA 0,02 M corresponde a 0,5396 mg de Aluminio.

Dado que el método es un ensayo cuantitativo, las caracteristicas estudiadas son la especificidad,
la linealidad, la exactitud y la precision.

Los resultados de la validacion se resumen en la Tabla 89 y la Tabla 90:

Tabla 89: Resultados de la validacion (especificidad, linealidad y exactitud)

Caracteristicas Criterios de aceptacién Resultades
Especificidad El porcentaje de recuperacion promedio global en el El porcentaje de recuperacion para el nivel +1 es:
nivel de agregado 2 debe estar entre el 80 % y el I_{-
120 %. = 100%
Lineatidad Plinestidag = 0,01 Plineatidad < 0,0001
Pratade ajuste = 0,05 Pratia go ajuste = 0,96
(de lo contrario, la curvatura debe ser insignificante) | Y = 0,010 +0,994- X
Donde X = concentracion tedrica prevista (mg/ml) e
Y = goncetitracion medida (mg/mL)
R?=0,9983
Rango de linealidad; 10,54+2,28] mg/mL, que
equivale a [0,27-1,14] mg/dosis
exactitud El porcentaje de recuperacién promedio global El porcentaje de recuperacion promedio global y sus
calculade para fos 5 niveles de concentracion teérica | kimites de confianza del 95 % son los siguientes:
prevista debe hallarse entre el 80% y el 120%. 100% [99-102]%
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Tabla 90: Resultados de la validacion (precision)

Caracteristicas Criterios de aceptacién ' Resultados
Precision El intervalo de confianza del 95% de la precisién Media general:
intermedia debe ser £ £0,07 mg/dosis 1,21 mg/mlL., que equivale a 0,60 mg/dosis

Las degviaciones estindar relativas de la repetibilidad
y de la precision intermedia son respectivamente:
14% v 1,7%.

Intervalo de confianza del 95% de la precisién
intermedia para 1 serie con 1 medicién que se realiza
de manera habitual:

0,04 mg/mL, que equivale a £ 0,02 mg/dosis

El método es especifico, lineal, exacto y preciso.

El método es valido para determinar el contenido de aluminio en la vacuna Hexaxim en la etapa
de producto llenado.

4,1.2 Resultados

4.1.2.1 Especificidad

El disefio experimenta! fue el siguiente: 3 operadores realizaron 3 series separadas en dias
diferentes. Cada serie inclufa el ensayo de un rango de 6 concentraciones de aluminio (3 vacunas
diluidas, 1 vacuna sin diluit y 2 vacunas con agregado). Solo se han tenido en cuenta las vacunas
con nivel de agregado +2 y la vacuna sin diluir para el estudio de especificidad.

Para el estudio de especificidad se utilizd el lote n° FDV(1420.
4,1.2.1.1 Resultados analiticos

El dato sometido a anélisis es la concentracion de aluminio, expresada en mg/mL.
En la Tabla 91 se resumen los resultados del estudio.
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Tabla 91: Especificidad y linealidad: concentraciones medidas frente a concentraciones
tedricas (mg/mL)

Nivel Vacuna Hexaxim Muestra Agregado de aluminio Concentracién Concentracién de
de tebrics prevista aluminio medida
pruebsa (mg/mL) (mg/mL
(mL)
Concentracién | Volumen Concentracion | Volumen Serie
(mg/mL) (mL) (mg/mL) (mL)
-3 1,21 1,00 2 1 / 0,61 0,63 10,59 | 0,62
-2 1,36 2 1 / 0,83 0,36 | 0,81 | 0,84
-1 1,75 2 1 / 1,00 1,69 | 1,04 | 1,04
0 2,00 2 1 / 1,21 1,24 | 1,19 | 1,21
+1 2,00 2 1 0,8 1,61 1,64 | 1,58 | 1,63
+2 2,00 2 1 2 2,21 2,23 {219 | 2,21

4.1.2.1.2  Analisis

La especificidad se analiza por el método de agregado y recuperacion.

Para estudiar la especificidad, se calcula la recuperacion entre el agregado medido y el agregado
tedrico con la siguiente formula:

E(in% y = (measured conc. with spike x test sample) - {measured conc. without spike x volume of Hexaxim | x 100
concentration of spike (mg/mL)x volume of spike (mL)

Donde:
» Concentracién medida con o sin agregado, expresada en mg/mL;
e Muestra de prueba =2 mL;

e Concentracion de la vacuna sin agregado = media de la concentracion de aluminio en la
vacuna sin diluir en mg/mL;

s Concentracién del agregado de aluminio = 1000 ppm, es decir 1000 pg/mL: 1 mg/mL

Tabla 92: Especificidad: porcentaje de recuperacién entre el agregado medido y el agregado
tedrico (%)

Nivel Porcentaje de recuperacion

+2 100%

Puesto que el porcentaje de recuperacién promedio se encuentra entre el 80% y el 120%, el
método es especifico.
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4.1.2.2 Linealidad

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores {levaron a cabo 3 series separadas en dias
diferentes, Cada serie incluia el ensayo de un rango de 6 concentraciones de aluminio (3 vacunas
diluidas, 1 vacuna sin diluir y 2 vacunas con agregado).

Se utiliza el lote n° FDV01420 para el estudio de linealidad. 1
4.1.2.2.1 Resultados analiticos

El dato sometido a anélisis es la concentracién de aluminio, expresada en mg/mL.
En la Tabla 91 se resumen los resultados del estudio.

Ia concentracién de la vacuna sin agregado es la concentracidn media de aluminio de la vacuna
sin diluir (producto llenado) (= 1,21 mg/mL: media de las 3 series).

Por lo tanto, la concentracion tedrica prevista de aluminio en la muestra se calcula del siguiente
modo:

Concentracion tedrica prevista (mg/mL)

(conc. of sample X test sample)+ (cone. of spike of aluminium x vol. of spike of aluminium)
Test sample at level 0

Donde:

¢ Concentracién de la muestra expresada en mg/mL = media de la concentracion de aluminio en
la muestra sin diluir = 1,21 mg/mL;

s Concentracién del agregado de aluminio expresada en mg/mL.
Ejemplos:
e Enelnivel-1:

(1.21x1.75)

Concentracion teérica prevista = = 1,061 mg/mL

¢ FEn el nivel +2;

i s . 1.21x2)+(1x 2
Concentracidn tedrica prevista = ( ; (1x2) =2,21 mg/mL
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4.1.2.2.2 Anilisis

La linealidad en los niveles de -3 a +2 se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos de la Tabla 91

« Lahomogeneidad de las varianzas vinculadas se verifica mediante la prueba de Cochran,

o Ladependencia entre la concentracion tedrica prevista de aluminio y la concentracion medida
de aluminio, asi como la linealidad de esta relacién, se prueban mediante una regresion lineal
no ponderada utilizando el método de minimos cuadrados. Se debe mostrar una pendiente
significativa y una desviacion no significativa de la linealidad.

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas son homogéneas.

Existe una dependencia lineal entre la concentracién tedrica prevista v la concentracion medida.

Tabla 93: Ecuacion de la recta de regresion

Ecuacion de la recta de regresion Coecficiente de determinacion Rango de linealidad en mg/mL

Y = (0,010 £ 0,029) + (0,994 £ 0,021). X RZ=1{,9983 [0,54-2,28]

donde: X= concentracion tedrica (mg/mL)
Y = concentracion medida (mg/mL)

Plineatidad < 0,0001

Praita de ajuste = 0,96

El método es lineal en el rango [0,54-2,28] mg/mL, es decir, [0,27-1,14] mg/dosis, que cubre el
[68-143]% de las especificaciones.

Se cumplen todos los criterios de aceptacion; por lo tanto, el método es lineal.
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Figura 10: Grafico de linealidad

22+ A
24 -

20

19 _/./

18 -
17 - /
18 &

18- e
14 - L
13 : -

12 g .

11 s
10 /,«f

Moasured concantrafion {mg/mi)
\
Ay
5

04 o7 03 08 12 14 i2 1a 14 1.8 14 17 12 14 20 2 22 21

Thearsties! eonconirstion {(mgmh

W K W BEparimental data
e Ol regression e Y o= 0010 4+ 0994 X

4,1.2.3 Exactitud

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores llevaron a cabo 3 series separadas en dias
diferentes. Cada serie inclufa el ensayo de un rango de 6 concentraciones de aluminio (3 vacunas
diluidas, 1 vacuna sin diluir y 2 vacunas con agregado).

Se utiliza el lote n° FDV01420 para el estudio de exactitud.
4.1.2.3.1 Resultados analiticos

El dato sometido a andlisis es la concentracion de aluminio, expresada en mg/mL.
En la Tabla 91 se resumen los resultados del estudio.

Puesto que la concentracidn tedrica en la muestra de rutina (nivel 0) (media de las 3 -
concentraciones medidas) se utiliza para calcular la concentracion tedrica prevista, este nivel no se
incluye en los cdlculos de exactitud.

Por lo tanto, la exactitud se estudia en 5 niveles de concentracion,
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