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sanofi pasteur Seccion 3.2.P.5.4
352 — Hexaxim Analisis de Jotes

4  Conclusion

Todos los resultados presentados anteriormente demuestran que todos los lotes con las
formulaciones inicial y mejorada cumplen las especificaciones definidas en la seccién 3.2.P.3.1
Especificaciones y respaldan totalmente la uniformidad de la elaboracién.

5 Procedimientos analiticos historicos

Estas pruebas se realizaron durante e! desarrollo del producto en los lotes de PFAG o PL tal como
se describe en esta seccion.

5.1 Irreversibilidad del toxoide pertiisico

Esta prueba se llevé a cabo en tres lotes de PFAG para demostrar la seguridad del proceso durante
el desarrolto del producto.

El objetivo de esta prueba es comprobar la ausencia de irreversibilidad de la toxina pertlsica en la
vacuna en funcién del tiempo y la temperatura. La prueba se realiza en la toxina pertisica después
de un periodo de almacenamiento de 4 semanas a +37°C.

Esta prueba se basa en el método descrito en la monografia 1356 de la Ph. Eur. (vacuna contra la
tos ferina, de componentes acelulares, adsorbida).

5.1.1  Principio

En primer lugar, las muestras se inyectan en los ratones por via intraperitoneal. Luego se inyecta
una solucién base de histamina (2 mg/raton) a todos los ratones. Los ratones se observan y se
registra la cantidad de ratones muertos.

5.1.2 Muestras

e Control positivo: 1 grupo de 10 ratones a los que se inyecta la toxina pertusica, 50 ng/raton;

e« Control negativo: 1 grupo de 10 ratones a los que se inyecta 1 mL de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) en gelatina al 0,2%;

¢ Productos por analizar:

e 1 grupo de 10 ratones a los que se inyecta por via intraperitoneal 1 mL de la muestra de
vacuna que contiene 50 pug/mL de PTxd previamente almacenado a +5°C + 3°C durante
cuatro semanas;

e | grupo de 10 ratones a los que se inyecta por via interaperitoneal 1 mL de la muestra de
vacuna que contiene 50 pg/mL de PTxd previamente almacenado a +37°C 2°C durante
cuatro semanas. :
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5.1.3 Procedimiento operativo

La prueba dura 6 dfas.

Dia 0, se inyecta a los ratones las muestras descritas anteriormente (control positivo, control "L
negativo y productos analizados) por via intraperitoneal.

Dia 5, se inyecta a todos los grupos de 10 ratones 0,5 mL de solucién base de histamina
(2 mg/ratdn).

Los ratones se observan justo después de la inyeccion de histamina y un dia después.
5.1.4 Resultados

Se registra la cantidad de ratones muertos.

5.1.5 Criterios de validez

Todos los controles negativos tienen que sobrevivir.

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/raton.

Para cumplir con la Ph. Eur,, se debera comprobar una vez al afio la sensibilidad de las cepas de
ratones mediante una inyeccién por via intravenosa. Debe registrarse al menos un 50% de
mortalidad en los ratones a los que se inyecta 50 ng de toxina pertiisica por via intravenosa.

5.2 Identidad de la hepatitis B mediante ELISA (kit de Murex) (método
alternativo)

La identificacion de los antigenos de superficie de la hepatitis B se realizo en lotes de PL por un
método de ELISA (kit comercial), de acuerdo con los requisitos de Ph. Eur. 2.7.2 (Métodos
inmunoquimicos). Este kit comercial ya no es suministrado por la compafifa Murex y la
identificacién de la hepatitis B se realizara por el método interno de ELISA como se describe en la
seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos, pérrafo 2.10.

El método en el que se utiliza el kit de Murex se resume a continuacion.
5.2.1 Principio

La prueba de identidad de la hepatitis B se basa en el principio de neutralizacién del antigeno por
unos anticuerpos especificos. La muestra de prueba s¢ incuba con un reactivo especifico
(anticuetpos anti-HBsAg) que entra en competencia con los anticuerpos anti-HBsAg que recubren
los pocitlos.

El HBsAg presente en la muestra de prueba serd fijado de manera priotitaria por el reactivo
especifico. Un HBsAg neutralizado no puede ser fijado por los anticuerpos de recubrimiento,

Por consiguiente, la sefial de una muestra que contiene HBsAg (muestra neutralizada) es infetior a
la de una muestra que no contiene HBsAg (muestra no neutralizada).
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5.2.2 Procedimiento operativo

e Composicion del kit Murex:
¢  Soporte recubierto con anticuerpos monoclonales anti-HBsAg de raton;
¢ Control negativo: suero humano sin HBsAg; '
e ' Control positivo: suero humano con HBsAg;
e Segundo anticuerpo: anticuerpos anti-HBsAg de cabra conjugados con peroxidasa;
s Sustrato: 3-3°, 5-5°-tetrametilbenzidina (TMB); '
¢ Reactivo de control: suero no reactivo para HBsAg;
¢  Reactivo especifico: anticuerpos anti-HBsAg de caballo.
e Preparacion de las muestras

Las muestras de prueba se tratan con una solucién de tratamiento (dietanolamina 20%, triton
X100 10% y tampdn de fosfato).

A continuacién, las muestras de prueba tratadas se diluyen.

¢ Titulacién mediante ELISA

La titulacién mediante ELISA sigue varios pasos:

1) Se cargan las muestras:

El reactivo de control y el reactivo especifico se colocan cada uno en 2 soportes.

El control positivo y el control negativo se afiaden por duplicado®.

Se afiaden las muestras de prueba por duplicado y se incuba la placa (1 hora a +37°C)*

2) Se afiade el segundo anticuerpo en cada pocillo y se incuba la placa (30 minutos a +37°C).
3) Se lava la placa, se afiade el sustrato y se incuba la placa (30 minutos a +37°C).

4) Lareaccion se detiene con 4cido sulfiirico,

52,3 Resultados

La absorbancia de cada pocillo se registra a 450 nm y a 690 nm. Una muestra es positiva si la
inhibicién por el reactivo especifico es superior o igual al 50%.

§2.4 Criterios de validez

La DO media del control negativo debe ser‘inferior a 0,150.

La DO del control positivo incubado con el reactivo de control debe ser superior a 0,8 més la DO
media del control negativo.

Un duplicado se incuba con el reactivo de control, mientras que el segundo duplicado se incuba con el reactive
especifico, '
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5.3 Toxicidad anormal
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sanofi pasteur

Toxoide diftérico purificado

Seccion 3.2.5.4.4

Analisis de lote

Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccidn.

1 Descripcion de los lotes

1.1

formulado optimizado

Lotes de uniformidad utilizados en la elaboracién del producto medicinal

La descripcion de 3 lotes de toxoide diftérico purificado (PDT) se presenta en la tabla 1. Estos
lotes se utilizaron en la produccién de la formulacién optimizada de los lotes de producto

medicina! incluidos en los estudios clinicos. Se ¢ligieron al azar y son representativos de los lotes
destinados a la comercializacion.

Tabla 1: Descripcion de tres lotes clinicos de PDT

Namero de lote Fecha de elaboracién | Tamaflo del lote (L) Planta de produceién Utilizaeidn
FA293606 19 nov 2007 109,23 Marcy I’Etoile Lote de uniformidad
FA293607 03 dic 2007 118,91 Marey |’Etoile Lote de uniformidad
FA320479 08 sep 2008 110,10 Matey 1’Etoile Lote de uniformidad

1.2  Lotes de produccién actuales

La desctipeién de 3 lotes industriales actuales de toxoide diftérico purificado (PDT) se presenta en
la tabla 2. Se eligieron al azar y por lo tanto representan de forma adecuada los lotes de
produccién actuales,

Tabla 2: Descripeion de tres lotes de produccién actuales

Namero de lote Fecha de elaboractén Tamafio del tote (L) Planta de produccion Utilizacion
FA346601 27 abr 2009 120,04 Marcy I’Etoile Lote de produccion
FA346602 18 may 2009 157,84 Marcy I’Etoile Lote de produccion
FA386546 10 may 2010 75,14 Marcy I"Etoile Lote de produccidn
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sanofi pasteur
Toxoide diftérico purificado

Seccion 3.2.5.4.4
Andlisis de lote

2 Tablas de resumen de los analisis de lotes

2.1

Datos de calidad de los lotes de uniformidad

Los resultados del control de calidad de 3 lotes de uniformidad de PDT se presentan en la tabla 3.

Tabla 3: Datos de analisis de lote para los lotes de PDT utilizados en estudios clinicos

Pruebas Criterios de aceptacion FA293606 FA293607 FA320479
Titulo de floculacién (Lf/ml) Para calcular la pureza antigénica 5500 5500 5500
Contenido de nitrogeno proteico | Para calcular la pureza antigénica
(mg/mL) 3,32 3,27 3.m
Pureza antigénica > 1500 Lifmg de nitrégeno proteico | 1657 1682 1827
Contenido de formaldehido libre | Para informacion (utilizado para la 32,51 24,78 37,64
(pg/mL) formufacion en el producto final

granel cuando corresponda)

Pruchba de esterilidad bacteriana | No se observa crecimiento Cumple Cumple Cumple
y fiingica microbiano
Ausencia de toxina Sin efecto citotoxico Negativo Negativo Negativo
Irreversibilidad del toxoide Sin efecto citotéxico Negativo Negativo. Negativo

2.2

Datos de calidad de los lotes de produccion actuales

Los resultados del control de calidad de 3 lotes actuales de PDT se presentan en la tabla 4.

Tabla 4: Datos de los analisis de lote de 3 lotes de produccion actuales

Pruebas Criterios de aceptacién FA346601 FA346602 FA386546
Tituto de floculacién (Lf/mL}) Para caleular la pureza antigénica 4500 4500 5000
Contenide de nitrégeno proteico | Para calcular la pureza antigénica
(mg/mL) 2,29 2,36 2,73
Pureza antigénica > 1500 Lffmg de nittégeno proteico | 1965 1907 1832
Contenido de formaldelifdo libre | Para informacion (utilizado para la 25,13 39,49 26,19
(ag/mL) formulacién en el producto final &

granel cuando corresponda)

Prueba de esteritidad bacteriana | No se observa erecimiento Cumple Cumple Cumple
y fanglen microbiano ]
Ausencin de toxina Sin efecto citotéxico Negativo Negatlvo Negtivo
Irreversibilidad del toxoide Sin efecto citotdxico Negétiv o Negativo Negativo
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Toxoide tetdnico purificado

Seccion 3.2.5.4.4
Anailisis de lotes

Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién

1 Descripcion de los lotes

1.1

“formulado optimizado

Lotes de uniformidad utilizados en la elaboracion del producto medicinal

La descripcion de 3 lotes de toxoide tetanico purificado (PTT) se presenta en la tabla 1. Estos

lotes se utilizaron en la produccion de lotes de la formulacioén optimizada del producto medicinal
que se incluyeron en los estudios clinicos. Se eligieron al azar y por lo tanto representan de forma
adecuada los lotes que estdn destinados a la comercializacion.

Tabla 1: Descripcién de 3 lotes clinicos de PTT

Niimero de lote Fecha de elaboracidn Tamaiio del lote (L} Planta de produccion Uso
FA269112 05 mar 2007 71,19 Marcy 1'Etoile Lote de uniformidad
FA276217 04 jun 2007 49,90 Marey I’Etoile Lote de uniformidad
FA309471 19 may 2008 62,50 Marcy I’Etoile Lote de uniformidad
1.2 Lotes de produccion actuales

La descripcién de 3 lotes industriales actuales de toxoide tetdnico purificado (PTT) se presenta en
la tabla 2. Se eligieron al azar y por lo tanto representan de forma adecuada los lotes de
produccion actuales.

Tabla 2: Descripcion de los 3 lotes de produccién actuales de PTT

Namero de lote Fecha de elaboracién Tamaiio del lote (L) Planta de produccién Uso
FA349552 15 jun 2009 76,60 Marcy 1'Etoile Lote de produceién
FA362652 14 sep 2008 99,60 Marcy I'Etoile Lote de produccion
FA372078 14 dic 2009 87,20 Marcy ’Etoile Lote de produccion
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