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2 Procedimientos analiticos

La lista de todos los procedimientos analiticos utilizados para los distintos estudios de estabilidad
aplicados al producto medicinal de la vacuna combinada contra la difteria, el tétanos, la tos ferina
acelular, la hepatitis B, la poliomielitis inactivada (trivalente concentrado) y haemophilus

influenzae tipo b se presenta en la Tabla 22.

Tabla 22: Métodos de anilisis utilizados en los estudios de estabilidad

Prueba

Referencia

Meétodo de analisis

Método

Validacién

Nimero del estudio

Aspecto

Ph. Eur. 2.9.20, edicion
actual.
Inspeccidn visual

1,2,3,4y5

Medicién de pH

Ph. Eur. 2.2.3, edicién
actual

Método
potenciométrico

,2,3,4y5

Contenido de
formaldehido libre

Segiin la

Ph. Eur. 2.4.18, edicion
actual

Ensayo colorimétrico

Seccidn 3.2.P.5.2

Seccion 3.2.P.5.3

1,2,3,4y5

Volumen extraible

Ph. Eur. 2,9.17, versién
actual

Volumen = masa/densi
dad

2,3,4y5

Contenido de
aluminio

Seguin fa

Ph. Eur, 2.5.13, edicidn
actual

Ensayo de
complejometria
(EDTA)

Seccidn 3.2.P.5.2

-Seceién 3.2.P.5.3

1,3y$

Medicion de
osmolalidad

Ph. Eut. 2.2.35, edicion
actual
Método fisicoquimico

1,2,3,4y5

PRP no adsorbido

PRP
despolimerlzado

Ph, Eur, 2,2.29, edicion
actual

Crotatografia de
intercatnbio anidnico
de afto rendimiento con
deteceidn
amperométrica pulsada
{(HPAEC-PAD)

Seceion 3.2.P.5.2

Seccion 3.2.P.5.3

1,2,3,4y8

Seceion 3.2.p.5.2

Seccién 3.2.P.5.3

1,2,3,4y8

Potencia diftérica

Ph, Bur. 2.7.6, edicidn
actual

Inyeccidn de la vacuna
en animales por via
intradérmica

1,2,3,4y3
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Seccién 3.2,B.8.3
Datos de estAR4lbd, -

Prueba Referencia Meétodo de analisis Numero !
Método Validacidn
Potencia tetinica Ph. Eur. 2.7.8, edicion | / / 1,2,3,4y5
actual
Inyeccién de la vacuna
en animales por via
subcutinea
Actividad de Ph. Eur. 1356., edicidén | Seccidn 3.2,P.5.2 Seccidon 3.2.7.5.3 1,2,3,4v35
sensibilizacion a la actual )
histamina Inyeccidn de la vacuna
€n ratones por via
intraperitoneal seguida
por a inyeccidn de una
solucidn base de
histamina
Inmunogenicidad de | Ph. Eur. 2.7.16, edicién | Seccién 3.2.P.5.2 Seccidn 3.2.P.5.3 [,2,3,4y5
1a pertussis actual
Prueba de
inmunogenicidad en
ratones (analisis
serologico: método de
ELISA)
Inmunogenicidad Prueba de Seccion 3.2.P.8.3 Seccidn 3.2.P.8.3 1,2,3,4y5
contra Haemophilus | inmunogenicidad en
ratones (andlisis
serologico: método de
ELISA)
PT no adsorbido Se.gl’.u:l laPh. Eur. 2.7.1, | Seccién 3.2,P.8.3 Seccion 3.2.P.8.3 1,2,3,4y5
edicion actual
Método ELISA
FHA no adsorbida Se.gf.[l;l la Ph. Eur. 2.7.1, | Seccién 3.2.P.8.3 Seccidn 3.2,P.8.3 1,2,3,4y5
edicidn actual
Método ELISA _
Porcentaje de Método de Seccion 3.2.P.8.3 Seccién 3.2.P.8.3 1,2,3,4y3
adsoreion del inmunoelectroforesis
toxoide tetinico Rocket
Porcentaje de Meétodo de Seccion 3.2.P.5.2 Seccidén 3.2.P.5.3 1,2.3,4y5
adsorcién del inmunocelectroforesis
toxoide diftérico Rocket
Ensayo de Segin la Seccidn 3.2.P.8.3 Seccion 3.2.P.8.3 1,3y$
inmunogenicidad Ph, Eur. 2.7.20, edicién
contra IPV en ratus | actual
Ensayo in vivo en ratas
Potencia de la Ph. Eur. 2,7.20, edicién | / / 2y4d
poliomielitis en actual
bollas Ensayo in vivo en
pollos
Contenido de Ph. Eut. 2.7.1, edicidtt | Seccién 3.2.P.5.2 Seccion 3.2.P.5.3 1,2,3,4y3
antigeno D actual
Método ELISA
Contenido de Ph. Eur. 2.7.1, edicién | Seccién 3.2.P.5.2 Sececion 3.2.P.5.3 3ys
antigeno D no actual
adsorhido* Método ELISA
RA_0303397 Informacién confidencial/propietaria
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Prueba Referencia Método de analisis
Método Validacion
Porcentaje de Ph. Eur. 2.7.1, edicidén Seccién 3.2.P.5.2 Seccidn 3.2.P.5.3 1,2,3,4y5
adsorcion de la actual
hepatitis B (ELISA) | Método ELISA
Potencia relativa in Ph. Eur. 2.7.15, edicion | Seccién 3.2.P.5.2 Seccion 3.2.P.5.3 1,2,3,4y5
vitro de la hepatitis actual
B (IVRP) Método ELISA
Inmunogeaicidad Ph. Eur. 2.7.15, edicion | / / 1,2,3,4y5
contra hepatitis B actual
Método ELISA
Prueba de Ph. Eur. 2.6.1, edicién | / / 1,2,3,4¥y5
esterilidad actual
bacteriana y fingica | Filtracién por
membrana
Prueba de pirdgenos | Ph. Eur. 2.6.8, edicién | / / 2,3,4y5
actual
Medicion del aumento
de la temperatura
corporal en animales
Toxicidad especifica | Segtn laPh. Eur. 2067, | Seccién 3.2.P.8.3 Seccién 3.2.P.8.3 3y5
para los edicidn actual.
componentes Toxicidad especifica
diftéricos y tetanicos
Prueba de Prueba de integridad Seccién 3.2.0.8.3 Seccién 3.2.P.8.3 3y3s
integridad del cierre del envase
con riboflavina 0,1%
p/v

La dnica diferencia entre 1a prueba de contenido de antigeno D y la prueba de antigeno D no adsorbido es
la preparacion de la muestras. Para la prueba de contenido de antigeno D no adsorbido, las muestras no se
desorben, sino que se centrifugan. El analisis se realiza en ¢l sobrenadante.

Los métodos analiticos son idénticos a los aplicados para la liberacién del producto medicinal,
excepto para las 7 pruebas adicionales que se enumeran a continuacion, que solo se realizan
durante los estudios de estabilidad. Los métodos utilizados para la liberacion del producto
medicinal se describen y validan en las secciones 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos y

3

.2.P.5.3 Validacién de los procedimientos analiticos, mientras que los métodos usados

especificamente en los estudios de estabilidad se describen a continuacién:
s Inmunogenicidad contra Haemophilus;

e PT no adsorbido;

s FHA no adsorbida;

s Porcentaje de adsorcidn del toxoide tetanico;

+ Ensayo de inmunogenicidad contra [PV en ratas;

¢ Toxicidad especifica de los componentes diftéticos y tetanicos;

e Prueba de integridad.
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2.1 Resumen de los procedimientos analiticos
2.1.1  Inmunogenicidad contra Haemophiius

2.1.1.1  Principio

Se inyecta por via subcuténea a ratones hembra de 22-24 g % de la dosis humana el dia 0
(primovacunacién) y el dia 14 (refuerzo). El dia 21 se extrae sangre a los ratones bajo anestesia.
Se titulan los anticuerpos anti-polisacdrido de haemophilus tipo B en sueros individuales mediante
el método ELISA.

2.1.1.2  Reactivos

s Antigeno de cobertura preparado mediante dilucién de polisacdrido de haemophilus de tipo b
en agua desmineralizada ultrafiltrada; :

o Referencia: agrupamiento de suero de ratones inmunizados (contra un lote de polisacérido
PRP o una vacuna combinada que contenga PRP). Esta solucidn se titula en UE"/mL en
comparacion con un agrupamiento definido de manera arbitraria previamente;

¢ Control interno: agrupamiento de suero de ratones inmunizados (contra un lote de polisacarido
PRP o una vacuna combinada que contenga PRP). La inmunogenicidad contra haemophilus
(titulo) se calcula en comparacién con la referencia;

¢ Control negativo: agrupamiento de suero de ratones no inmunizados;

» Conjugado: anticuerpos de cabra anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa

2.1.1.3 Procedimiento operativo

2.1.1.3.1 Fase in-vive: inoculacion en animales

1) Se inyectan 0,5 mL por via subcutdnea a los ratones, en grupos de 8, el dia 0 y el dia 14 de
una dilucidn de vacuna conjugada de polisacarido de haemophilus tipo b o una vacuna de
control. La dosis es de 2,5 pg de polisacarido/0,5 mL por ratdn para ambos materiales;

2) Se extrae sangre de los ratones el dia 21;

3) Se extrae sangre a un grupo adicional de 8 ratones no inyectados el dia 21 para utilizarla
como control negativo (ratones centinela);

4) Las muestras de sangre se recolectan individualmente antes de la centrifugacion;

5) Tras la centrifugacion, las muestras de suero se agrupan por grupo de producto y se
almacenan a <-20°C.

® UE: Unidad de ELISA
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