sanofi pasteur Section 3.2.8.%
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)
estabilidad

2.2 Pruebasy criterios de aceptacion

Las pruebas indicadoras de estabilidad para el principio activo PTxd purificado adsorbido, con los
métodos relacionados v los ctiterios de aceptacion, se resumen en la Tabla 3 a continuacidn.

Tabla 3: Pruebas indicadoras de estabilidad y criterios de aceptacién para el PTxd
adsorbido purificado

Prueba Método de referencia Criterios de aceptacién
Contenido de aluminio Ph. Eur. 2.5.13, edicion actual 0,6 — 1,4 mg Al/mg de proteinas
Medicién de pH Ph. Eur, 2.2.3, edicion actual 6,282
Identificacion del toxoide Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual Positiva
pertisico
Prueba de esterilidad bacterianay | Ph, Eur. 2.6.1, edicién actual $in crecimiento microbiano
flingica
Antigenicidad: toxcide pertisico Ph. Eur. 2.7.1,edicion actual Para informacidn (ug/mL)

no adsorbido

Ph. Eur. 1356, edicidn actual La media del titulo anti-PT (UE/mL) se
incluye en el intervalo de tolerancia
estadistico {256 — 1929}

Irreversibilidad del toxoide Ph. Eur. 1356, edicion actual >95% de vida
pertisico

Inmunogenicidad contra el
toxoide pertisico en ratones

La prueba del contenido de aluminio se lleva a cabo en el momento de la liberacion del PTxd
purificado adsorbido. Se selecciond esta prueba para el estudio de estabilidad como un indicadot
de estabilidad con el fin de determinat la cantidad del portador. El método de prueba y los
criterios de aceptacion siguen siendo idénticos a los que se aplicaron pata la liberacion.

La medicion del pH es una prueba de liberacion que se le aplica al PTxd purificado adsorbido. Se
selecciond esta prueba para el estudio de estabilidad como un indicador de estabilidad para datle
seguimiento a la degradacién fisicoquitnica, El método de prueba y los criterios de aceptacion
siguen siendo idénticos a los que se aplican para fa liberacion. '

La prueba de esterilidad bacteriana y fungica es una prueba de liberacion que se le aplica al PTxd
purificado adsorbido. Esta prueba es un indicador de estabilidad y se eligié para el estudio de
estabilidad para darle seguimiento a la degradacion microbiana. El método de prueba y los
criterios de aceptacion siguen siendo idénticos a los que se aplican para la liberacion.

La prueba del PTxd no adsorbido se lleva a cabo en el momento de la liberacidn del intermedio de
PTxd en solucion. Esta prueba se eligi6 para el estudio de estabilidad para evaluar la desorcién del
PTxd. El método de prueba (ELISA) y los criterios de aceptacion siguen siendo idénticos a los
que se aplican para la liberacion del intermedio de PTxd en solucién.

La prueba de inmunogenicidad se lleva a cabo en el momento de la liberacién del producto final a
granel y también se realiza una prueba de no reversibilidad en el momento de la liberacion del
PTxd purificado en solucion. Se seleccionaron estas pruebas para el estudio de estabilidad con el
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Resumen y conclusiones sobre la
estabilidad el
TR
. = “’\l
fin de evaluar la potencia y la estabilidad biol6gica del producto durante el almacenamith ' §
prueba de inmunogenicidad se lleva a cabo a una concentracion final de: N AE

e Proteinas =50 pg/mL
*  Gel de aluminio = 0,6 g gel Al/mL.
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Section 3.2.8.7.1

Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Resumen y conclusiones sobre.
estabilidad R
ey N
.
Na:
2.3 Calendario de pruebas para el estudio de estabilidad \.@@3;\ pod
224 L
El calendario de las pruebas para condiciones a largo plazo (+5 °C & 3 °C) se presenta en la
Tabla 4:
Tabla 4: Frecuencia de las pruebas para el estudio de estabilidad
Prueba Condiciones de aimacenamiento: +5°C£3 °C
Puntos de medicién de la estabilidad {meses)
TO 3 6 9 12 18 24 36 48
Contenido de aluminio x* X X X X X X X X
Medicién de pH X X X X X X X X X
Identificacion del toxoide pertisico | X NRT | MR NR NR NR NR NR X
Prueba de esterilidad bacteriana y X NR NR NR NR NR NR NR X
flingica
Antigenicdad: toxoide pertisicono | X X X X X X X X X
adsorbido
Inmunogenicidad del toxoide X X X X X X X X X
pertisico en ratones
Erreversibilidad del toxoide X X X X X X X X X
pertisico
* la prueba se realiza en este momento de medicin segiin el protocolo
1. No realizada, segin lo pianeado en ¢l protocolo del estudio
RA_0302077 Informacion confidencial/propictaria
Pégina 7 de 9 / \\ /M
| F— . Rt
A ANAVIONTERILOME  CRESSTIAN DOM® 5D
; A

DYRECTARA Teuiis

SANOE

AASTRIE 8.4

it 1P PASTRUR S5

e






sanofi pasteur ' Section 3.2.58.7.1

Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Resumen y conclusiones sqbre-la
estabilidad ) /gﬁ};"'“’x \\
5 2\

N

“d - v
3 Resultados de los estudios de estabilidad del PTxd purificado S

adsorbido

A continuacién se presenta un resumen sobre el estudio de estabilidad. Los resultados detallados
se presentan en 3.2.8.7.3 Datos de estabilidad.

¢ Parametros fisicoquimicos y pureza

Los resultados sobre las pruebas de contenido de aluminio y de identificacion del toxoide
pertusico cumplen con los criterios de aceptacion y permanecen estables durante 48 meses de
almacenamiento a+ 5 °C+3 °C.

Se observan algunas fluctuaciones en la medicion de pH, con algunos resultados fuera de
especificacion en diferentes momentos de medicion de manera aleatoria. Estos resuitados se
pueden explicar con el tampén utilizado para la elaboracion (tampon de carbonato 0,1 HM con un
pH 9,6), el cual es muy sensible a los intercambios de aire. Es probable que la agitacién y la
camara de aire de los viales generen intercambios de aire que produzcan esta fluctuacion del pH.
Los matraces se analizaron de manera aleatoria en diferentes momentos de medicién. Pueden
existir resultados fuera de especificacién o resultados diferentes para los mismos momentos o para
los siguientes momentos: repeticiones de las pruebas que cumplen, repeticiones de las pruebas
fuera de especificaci6n, siguientes puntos de medicion que cumplen.

Se llevé a cabo una investigacién para encontrar medidas correctivas con el fin de gvitar estos
resultados y limitar los intercambios de aire. Antes de medir el pH, el laboratotio de control de
calidad ya no agita la muestra del granel que se analizara. La homogeneizacién necesaria para las
ottas pruebas se lleva a cabo después de la medicién del pH. Esta medida cotrectiva se aplica
desde abril de 2003.

Ademds, en la produccion se ha decidido reducir lo més posible la camara de aire del vial de
vidrio.

Se generd un incumplimiento general para explicar esto y se llegé a la conclusion de que estos
resultados son aceptables y que no tienen efecto sobre la calidad del producto.

Bl andlisis estadistico reveld un aumento significativo en la medicion del pH sdlo para el lote
FA109873 cuando la vacuna se almacena durante 48 meses a +5 °C. Este aumento se puede
explicar mediante las fluctuaciones de la medici6n y no se considera significativo.

o Actividad

Los resultados de la prueba de no reversibilidad cumplen con los criterjos de aceptacion de 48
meses de almacenamiento a + 5 °C =3 °C.

La adsorcion del toxoide pertisico no se altera durante 48 meses a + 5 °C %3 °C. El resultado
obtenido para el lote FA109870 durante 36 meses a +5 °C (7 ng/mL) se incluye en la variabilidad
del método. -

El analisis estadistico revela un importante aumento en la inmunogenicidad contra el toxoide
pertlisico en ratones. Sin embargo, fos resultados siguen cumpliendo y se encuentran dentro del
intervalo de comparacién. Los resultados del grane] de toxoide pertusico se consideran aceptables.
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Resumen y conclusiones
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tendencia se considera no significativa.

Se informé la existencia de tres pruebas no validas (respuesta en ratones < 80 %) para la
inmunogenicidad contra el toxoide pertisico en ratones para el lote FA109870 a los tres y nueve
meses, y para el lote FA109874 a los tres meses. No se han repetido las pruebas debido a la
proximidad de los siguientes puntos de medicién, los cuales cumplen con los criterios de
aceptacion.

Los pardmetros de actividad se mantienen durante 48 meses a + 5°C*3°C.

e Seguridad

El producto permanece estéril después del almacenamiento a + 5 °C % 3 °C durante 48 meses.
s Conclusion

Los resultados permiten llegar a la conclusién de que el PTxd purificado adsorbido es estable
durante 48 meses cuando se almacena a + 5 °C + 3 °C en viales de vidrio. Sin embargo, la camara
de aire del vial se debe reducir lo més posible para evitar la variacién del pH.

4 Conclusion

Con base en los resultados obtenidos en condiciones normales, se puede establecer una vida util
de 48 meses para el PTxd purificado adsorbido almacenado en viales de vidrio.

Las condiciones de almacenamiento se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Resumen de las condiciones de almacenamiento

Producto almacenado Envasey sello del cierre Vida itil Condiciones de
almacenamiento

PTxd purificado adsorbido | Matraces de vidrio de 10 litros y de 1 litro 48 meses +5°C£3°C
(tipo I) sellados con tapones de polipropileno
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Protocolo de Establidad Posterior a la Aprobacién y Compromiso de
Estabilidad - PTxd
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sanofi pastenr Seccion 3.2.5,7.2

Vacuna contra la tos ferina acelular de dos componentes (FHA-PTxzd) Protocelo de estabilidad y
compromiso de estabilidad después de la aprobacian
e
>

Seccion 3.2.S.7.2 Protocolo de estabilidad y compromisb\,;
estabilidad después de la aprobacion |

Lista de abreviaturas: vea 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién.

Los resultados de los estudios de estabilidad descritos en 3.2.5.7.1: Resumen y conclusiones de
estabilidad y en 3.2.8.7.3: Datos de estabilidad confirman la vida atil del PTxd purificado
adsorbido. Como los estudios se han completado, no se proponen estudios después de la
aprobacion.
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Datos de Estabilidad - PTxd
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Datos de estghilidad

Seccién 3.2.5.7.3 Datos de estabilidad
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sanofi pasteur Seccion 3.2.8.7.3
Vacuna contra Ia tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Datos de estabilidad
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sanofi pasteur Seccidn 3.2.5.7.3
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Datos de estabilidad

Lista de abreviaturas: vea 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Procedimientos analiticos

La tabla 1 proporciona la lista de procedimientos analiticos utilizados para los estudios de
estabilidad del principio activo toxoide pertasico purificado adsorbido (PTxd).

Tabla 1: Métodos de prueba utilizados para los estudios de estabilidad del PTxd purificado
adsorbido

Prueba Referencia Criterios de aceptacion
Contenido de aluminio Ph. Eur. 2.5.13, edicién actual | 0,6 a 1,4 mg Al/mg de protelnas
Medicion de pH Ph. Eur. 2.2.3, edicién actual | 6,2 a8§,2
Identificacién del toxoide Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual | Positivo

pertisico

Prueba de esterilidad bacteriana y | Ph, Eur, 2.6.1, edicién actual | No se observa crecimiento microbiano
fingica

Antigenicidad: toxoide pertdsico Ph. Bur. 2.7.1, edicién actugl | Para informacién (ug/mL}
no adsorbido

Inmunogenicidad contra el Ph. Eur, 1356, edicién actual | El promedio del titulo anti-PT se incluye en ¢l intervalo
toxoide pertisico ¢n ratones de tolerancia estadistico [256 — 1929]

Irreversibilidad del toxoide

pertisico Ph. Eur. 1336, edicion actual | 295 % de vida

.os métodos analiticos y los criterios de aceptacién son idénticos a los aplicados a la liberacion de
los intermedios o del principio activo y se describen respectivamente en las secciones 3.2.8.2.4
Pasos criticos e intermedios y 3.2.8.4.2 Procedimientos analiticos, excepto pata la
inmunogenicidad contra tos ferina en ratones.

1.1 Inmunogenicidad contra la tos ferina en ratones

Esta prueba se realiza de acuerdo con la monografia n.° 1356 de la Ph. Eur. “Pertussis vaccine -
acellular, component, adsorbed”.

La prueba de inmunogenicidad contra la tos ferina se resume a continuacion.

Esta prueba se realiza para evaluar la respuesta de anticuerpos contra la toxina pertasica (PT) y
contra la FHA tras la inmunizacién de ratones con una vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos
componentes. Cuatro semanas después de la inmunizacion con 1/5 de una dosis humana, se les

extrae sangre a los ratones y se titulan los anticuerpos contra PT y FHA mediante el método de
ELISA. '

1.1.1  Principio

La prueba se divide en tres etapas:
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-FTxd) Datos de estabilidad

/ N\r\.f.

¢ Inmunizacién de los ratones por via intraperitoneal con 1/5 de una dosis humana diult "

solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Cuatro semanas después, se les extrae gaghmes-”<"
los ratones y el suero de estos se almacena antes de analizarlo. o

o Se realiza la titulacién de los anticuerpos contra la toxina antipertusica (anti-PT) presente en
el suero de ratén segin lo establecido en la Ph. Eur. 2.7.1 (Métodos inmunoquimicos) y en la
Ph. Eur. 5.3.1.1 (Método estadistico).

o  Serealiza la titulacién de los anticuerpos anti-FHA presentes en el suero de ratén conforme a
lo establecido en la Ph. Eur. 2.7.1 (Métodos inmunoquimicos) y en la Ph. Eur, 5.3.1.1
(Método estadistico).

El método de ELISA implica la reaccion entre los anticuerpos del suero de raton y el antigeno
contra la toxina pertusica o el antigeno contra FHA que recubre los pocillos de microtitulacion. La
cantidad de anticuerpos ligados se determina mediante una reaccion posterior de IgG antirraton
conjugada con fosfatasa alcalina, seguida de una reaccién cromogénica con sustrato de fosfatasa
alcalina. La intensidad del color desarrollado es proporcional a la concentracién de los
anticuerpos.

1.1.2  Muestras

Etapa de inmunizacién
o Vacuna de referencia: 0,5 mL de la vacuna de referencia diluida 1/5 en tampén de PBS.
»  Grupo de control negativo (PBS): 0,5 mL de tampén de PBS. |

o Grupos de prueba: 1/5 de una dosis humana diluida en tampén de PBS.
Titulacién mediante ELISA

¢ Estandar de calibracién (estindar de antisuero de raton).

e  Control positivo interno: antisueros de raton agrupados (anticuerpos anti-PT y anti-FHA).
e  Sueros de ratones individuales de la vacuna de referencia.

e  Sueros de ratones individuales del grupo de control negativo.

o  Sueros de ratones individuales de los grupos de prueba.
1.1.3  Procedimiento

Después de la reaccion cromogénica con sustrato de fosfatasa alcalina, se registra la absorbancia
de cada pocillo a 405 nm y a 620 nm. La absorbancia de la cutva del antisuero de ratén de
referencia se grafica como funcién de la concentracién anti-PT (o de la concentracion anti-FHA)
usando un programa de regresion lineal/logaritmica.

Los valores de absorbancia y las diluciones correspondientes de las muestras se ingresan para que
el programa calcule automaticamente las concentraciones.
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Vacuna contra ia tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Datos de estabilidad
?.
1.1.4  Validez: criterios de conformidad 0 @ e

ana®
L
v
T

\ :
Para que la titulacién mediante ELISA se considere valida: \%\3‘4 e
¢ LaDO del conjugado testigo debe ser < 0,2 (titulacion anti-PT) y < 0,3 (titulacién anti-FHA).

e La pendiente del estandar debe incluir sus limites de prueba (30} (segln el grafico de
control).

e El coeficiente de las correlaciones (de la pendiente de la muestra) debe cumplir lo establecido
en la tabla de Fisher y Yates.

e Eltitulo de la vacuna de referencia debe estar dentro de los limites de referencia de la vacuna
(36) (segln el grifico de control).

e Eltitulo del control interno positivo debe estar dentro de los limites del control positivo (26)
(segun el grafico de control).
e El porcentaje de ratones que responden no debe ser menor que el 80 %.
o  Un porcentaje menor en el grupo de la vacuna de referencia invalida toda la prueba.
+  Un porcentaje menor en el grupo de la vacuna de prueba invalida la vacuna involucrada.
Solo los resultados de los ratones que responden se toman en cuenta para el analisis estadistico.

Los resultados de la vacuna de referencia y los resultados de la vacuna de prueba se comparan con
un analisis de varianza, tras la transformacion logaritmica de los datos y la verificacién de la
homogeneidad de las varianzas.

La vacuna de prueba es aceptable si el anélisis de varianzas muestra que la vacuna no es
significativamente inferior al estdndar a un nivel del 5 %.
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Datos de estabilidad

2 Resultados del toxoide pertusico purificado adsorbido

Los datos de estabilidad de seis lotes de PTxd purificado adsorbido se presentan de latabla2 a la
tabla 7.
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