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La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la Tabla 31.

s  Se calcula el porcentaje de recuperacion para cada nivel de concentracion tedrica y para cada
grupo,

o Lahomogeneidad de las varianzas intraniveles se verifica mediante la prueba de Cochran;

¢ Lano significancia de las diferencias entre los niveles de concentracion teérica prevista se
demuestra mediante un analisis de varianza si la prueba de Cochran no es significativa o
mediante el anélisis de varianza Anova con ponderacién de Welch si la prueba de Cochran es
significativa;

¢ Cuando se comprueba la igualdad de las medias interniveles, se calcula el porcenta_]e de
recuperacion promedio con los limites de confianza del 95%.

—s La prueba de Cochran se halla en el limite de significacién. Esta pequefia heterocedasticidad es
aceptable.

— El anélisis de varianza no permite concluir la igualdad de las medias interniveles.

— La prueba de Student-Newman-Keuls permite juntar porcentajes de recuperacion similares: por
una parte, el nivel tedrico +1 (2,5 Lf/mL) y, por la otra parte, niveles tedricos de 2 (5,0 Lf/mL)
a +5 (20,0 Lf/fmL),cuyos resultados son homogéneos juntos.

— La recuperacidn promedio y sus limites de confianza del 95 % son los siguientes:

Tabla 33: Exactitud: porcentaje de recuperacién promedio por concentracion

Cilculo de recuperacién (%o):
Nivel de concentracion tedrica Media
2,5 LfmL 115%
5 LEmL 101%
10 Lff'mL 99%
15 LfmL 103%
20 LffmL 102%

Para cada concentracion tedrica, la recuperacién promedio se halla entre el 80 % y el 120 %.

Por lo tanto, el método es preciso.
2.2.2.1.4 Precision

El disefio experimental fue el siguiente:

¢ Sellevaron 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 3 operadores y en dias diferentes;
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¢ En cada serie se realizaron 6 ensayos en condiciones que garantizaban la repetibilifdag
ensayos se llevaron a cabo de manera independiente, utilizando el mismo metodo, {1

muestra primaria homogénea, en ¢l mismo laboratorio, con el mismo equipo, por eln]
operador y el mismo dia.

La precision se estudia con el lote n® IND09014 de producto final a granel de Hexaxim,
representativo de la produccion,

La precisién se estudia en los resultados expresados en LffmL (concentraci6n de toxoide tetanico
purificado no adsorbido).

Para informacion, el estudio de la precision también se realiza en los resultados expresados en
porcentaje de adsorcién. El resultado en porcentaje se obtiene mediante la formula siguiente:

Result (LffmL)

Results % = 100 - % 400
Theoretizal concentration of Purified Tetanus Toxoid in vaccing

donde: concentracion de TT en la vacuna = 10 Lf/dosis, es decir 20 Lf/mL.

Todos los resultados se resumen en la tabla siguiente.

Tabla 34: Precision: concentracion de toxoide tetdnico purificado no adsorbido (Lf/mL) y
porcentaje de adsorcion

Serie 1 Serie 2 Serie 3
LffmL Y Lf/mL % Lf/mL %
13,06 347 12,52 374 12,41 38,0
12,93 354 12,48 37,6 12,07 39,7
13,40 330 12,30 36,0 12,09 39,6
13,55 323 12,75 36,3 13,27 33,7
12,83 35,9 12,86 . 35,7 13,24 33,8
14,43 279 12,81 36,0 12,85 358

2.2.2.1.4.1 Precision en los resultados expresados en Lf/mL

La precisién del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la Tabla
34, La homogeneidad de las varianzas intragrupos se verifica mediante la prueba de Cochran.

o Al adquirir la homogeneidad, se calculan los pardmetros de repetibilidad y precision
intermedia;

¢ Media general = 1,110, que equivale a 12,90 Lf/mL en forma aritmeética;

o Laprueba de Cochran muestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas.
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Tabla 35: Precision: caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Desviacidn estindar relativa Desviacion estindar | Intervalo de confianza del 95 %
Caracteristicas de 3,60% 0,016 + (0,033, que equivale a x/+ 1,08
repetibilidad (1 corrida) LfmL en forma aritmética
Caracteristicas de precision 4,47% 0,019 ' + (0,041, que equivale a x/+ 1,10
intermedia (1 corrida, I LffmL en forma aritmética
medici6n)

Los intervalos de confianza del 95% de la repetibilidad y precision intermedia son inferiores o
iguales a x/+ 1,4. Por lo tanto, ¢l método es preciso.

2.2.2.1.4.2 Precision en los resultados expresados en porcentaje de adsorcion

La precisidn del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la Tabla
34, '

s Lahomogeneidad de las varianzas intragrupos se verifica mediante [a prueba de Cochran;

s Al adquirir la homogeneidad, se calculan los parametros de repetibilidad y precision
intermedia;

* Media general = 35,5%;

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

Tabla 36: Precision: caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Desviacién estandar Desviacién Intervalo de confianza del
relativa estandar 95 %
Caracteristicas de repetibilidad (1 6,60% : 2,363 + 5,036%
corrida})
Caracteristicas de precisién intermedia | 8,27% 2,933 +6,189%
(1 corrida, 1 medicion)

2.2.2.2 Conclusion

El método es especifico.
El método es lineal en el rango {2,3 - 23,8] LffmL.

La precisién se prueba en el mismo rango, ya que todos los porcentajes de recuperacion se
encuentran entre el 80% y el 120%.

El método es preciso dado que:
s Elintervalo de confianza del 95% de la repetibilidad es x/+ 1,08;

s Elintervalo de confianza del 95% de la precision intermedia es x/+ 1,10.
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de la repetlblhdad y la precision intermedia es respectivamente de 6 7%y 83%, yeli m ‘
confianza de la precisién intermedia es de £ 6% para 1 corrida con 1 medicién que se realiza de
manera habitual.

El método de inmunoelectroforesis es valido para cuantificar el toxoide tetanico purificado no
adsorbido en la vacuna Hexaxim.

2.2.3 Ensayo de inmunogenicidad contra IPV en ratas

Esta prueba est4 basada en Ph. Eur. 2.7.20. Para los ensayos farmacopeicos, los métodos de
anélisis descritos en una monografia de la farmacopea, como la Ph. Eur. o cualquier otra
farmacopea reconocida, no tienen que validarse con respecto a la exactitud y la fiabilidad, pero
debe verificarse su idoneidad en las condiciones reales de uso. Puesto que se trata de un método
farmacopeico, solo se evalud la precisién intermedia. Los resultados se tesumen en la Tabla 37.

Tabla 37: Ensayo de inmunogenicidad contra IPV en ratas, resumen de validacion

Caracteristicas Criterios de aceptacion Resultados
Precisién intermedia Los valores de los titulos de punto final Analista 1: <2 veces
individuales para cada analista en el Analista 2: < 2 veces

misme dia no variaron en mas de + 2
veces el titulo de punto final medio
redondeado

S L DU

2.2.3.1 Precision intermedia

La precision intermedia indica las variaciones dentro de un mismo laboratorio y se demuestra
mediante pruebas realizadas en dias diferentes, por distintos analistas o utilizando equipos
distintos.

La precision intermedia se evalud a partir de los resultados obtenidos para el suero estandar
interno, analizado por 2 analistas en 2 dias distintos en un total de 4 ensayos. Se calcul el punto
final para el suero estdndar interno para cada analista. Se calcularon los titulos de punto final
redondeados para los 2 analistas a fin de obtener un titulo de punto final medio redondeado.
Luego se compararon los resultados. Los valores de los titulos de punto final individuales para
cada analista en el mismo dia no variaron en mas de + 2 veces el titulo de punto final medio
redondeado (Tabla 38 y Tabla 39).

La precisi6n intermedia también se determiné usando los resultados obtenidos por los 2 analistas
en los 2 dias utilizando 5 concentraciones crecientes de muestras de suero. Se calcularon los
tftulos log, para cada grupo de 10 ratas para cada serotipo de poliovirus. Se calculd la media de
los titulos de los 2 analistas para obtener el titulo medio y luego se compararon. Se observé que
los titulos medios de cada analista eran £ 1 logaritmo con respecto al titulo medio (Tabla 40

y Tabla 38). '
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2.2.3.2 Conclusién

intermedia. Asf pues, el ensayo de inmunogenicidad contra IPV en ratas es adecuado para medir
los niveles de anticuerpos del suero contra los poliovirus de tipo 1, 2 y 3 en ratas inoculadas con
vacunas de poliovirus y vacunas combinadas que contienen poliovirus.

2.24  Prueba de integridad
Este capitulo describe la validacion del ensayo para la prueba de integridad de conformidad con la

guia de la ICH.

Los parametros de validacion estudiados son la especificidad, el limite de deteccion y la
cualificacidn del sistema de sellado.

Para validar este método se utiliza como reactivo la riboflavina. Se preparan tres soluciones de
riboflavina:

o Solucién A: 25 ppm;
s  Solucion B: 0,5 ppm;
s Solucién C: 5 ppm.

2.2.4.1 Limite de deteccion

2.2.4.1.1 Analisis

La evaluacién de la matriz de Hexaxim se lleva a cabo afiadiendo cantidades conocidas de
soluciones B y C para determinar las concentraciones detectables con fluorescencia UV, Se
prepara un control negativo a partir de una muestra sin adicion de riboflavina. La menor cantidad
detectable determina el limite de deteccién (para esta prueba, con esta matriz):

s Las muestras con adicion de riboflavina (correspondiente al limite de deteccion) deben ser
positivas bajo fluorescencia;

¢ Los controles negativos deben ser negativos bajo fluorescencia.
En la Tabla 42 se indican las soluciones afiadidas con los resultados de fluorescencia esperados.

Tabla 42: Limite de deteccién: resultados de fluorescencia segin las cantidades de
soluciones anadidas

Cantidades afiadidas (mL) 0.1 0,5 1
Solucion B Negativo Positivo Positivo
Solugion C / Positivo Positivo
Control negativo Negativo Negativo Negativo
RA_0303397 Informacién confidencial/propietaria
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22412 Resultados analiticos 00 770

Los resultados son conformes a estos criterios de aceptacion. El hmxte de deteccién s ;
de Hexax1m es de 0,5 ppm de riboflavina, :

2.2.4.2 Especificidad

2.2.4.2.1 Analisis

La especificidad se evaltia de la manera siguiente:
* 5 muestras positivas afiadidas a 0,5 mL de solucién B (limite de deteccion);
* 5 controles negativos (sin adicion de riboflavina)

En la Tabla 43 se muestran los resultados de la prueba de integridad llevada a cabo en las
muestras positivas y negativas.

Tabla 43: Especificidad: resultados de la prueba de integridad

Muestras Resultados
Muestras positivas Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Muestras negativas Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

2.24.2.2 Resultados analiticos
Los resultados son conformes a los criterios de aceptacién. Esta prueba es especifica.

2.2.4.3 Cualificacién del sistema de sellado

2.2.4.3.1 Analisis

El disefio experimental fue el siguiente: un mmlmo de 2 operadores realizaron 3 series separadas
de un lote, en dias diferentes: :

¢ Elcontrol positivo (correspondiente al limite de deteccion) y las muestras de control de
idoneidad del sistema deben ser positivas bajo fluorescencia;

* El control negativo y las muestras del lote deben ser negativas bajo fluorescencia.
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Cantidad de viales o jeringas fluorescentes
Control negativo Control positivo Idoneidad Muestras de lotes
Vial Jeringa Vial Jeringa Vial Jeringa Vial Jeringa
Serie 1 0 0 1 1 5
Serie 2 0 0 1 1
Serie 3 0 0 i 1 5

2.2.4.3.2 Resultados analiticos

Todos los resultados son conformes a estos criterios de aceptacién. Se ha demostrado la
hermeticidad del sistema de sellado de los envases.

2.2.44 Conclusion

El método utilizado para la prueba de integridad de la vacuna combinada contra la difteria, el
tétanos, la tos ferina acelular, la hepatitis B, 1a poliomielitis inactivada (trivalente concentrado) y
haemophilus influenzae tipo b ha sido validado y se considera adecuado para el fin previsto.
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Tabla 1: Descripcidn del sistema de cierre del envase para el PDT

RA_0302288 Informacién confidencial/propietaria

Pégina 2 de 3
ROXAI

DIREETORA TEGKiL» <1 BRSO
SAMOFI RASTENR & 4 SLNHEE PASTENR 8.5

ONTEMILONE  GHRISTIAN )

§ RN

St






