sanofi pasteur

Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b

Seccifn 3.2.5.4.4
Analisis de lotes

1  Descripcién de los lotes

1.1

formulado optimizado

Lotes de uniformidad utilizados para elaborar el producte medicinal

En la Tabla 1 se presentan tres lotes de granel de polisacérido conjugado de Haemophilus b (PRP-
T). Estos lotes se utilizaron en la produccién de la formulacién optimizada de los lotes de

producto medicinal incluidos en los estudios clinicos. Se eligieron al azar y son representativos de
los lotes destinados a la comercializacion.

Tabla 1: Descripcion de lotes de 3 lotes de uniformidad utilizados en los estudios clinicos

Niimero de lote Tamado del lote (mL) Fecha de elaboracién Planta de produccién Uso del lote
FA316432 27 345 13 junio 2008 Marcy 1'Etoile Produccion
FA328210 22517 22 0ct 2008 Marcy "Etoile Produccion
FA328213 30798 23 oct 2008 Marcy I’Etoile Produccion
1.2 Lotes de produccién actuales

En la Tabla 2 se presentan tres lotes industriales de PRP-T. Se eligieron al azar y por lo tanto
representan de forma adecuada los lotes de produccidn actuales,

Tabla 2: Descripcion de lotes de los 3 lotes de produccion de PRP-T

Niimere de [ote Tamafio del lote (mL) | Fecha de elaboracién | Planta de produceién Uso del lote
FA381843% 36815 10 mar 2010 Marey I'Etoile Produccién
FA382491 36053 19 mar 2010 Marcy I’Etoile Produccion
FA384370 33721 01 abr 2010 Marcy I"Etoile Produccion
* Este lote de PRP-T se elabord a patir del nuevo MSL FA340193,
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sanofi pasteur
Granel de polisacirido conjugado de Haemophilus tipo b

Seccion 3.2.5.4.4
Andlisis de lotes

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 PRP-T se presentan en la

Tabla 3.

Tabla 3: Datos de analisis de lote para los lotes de PRP-T utilizades en estudios clinicos

Pruebas Critertos de aceptacion FA316432 | FA328210 | FA328213
Contenido de fésforo Para calcular el contenido de | 15,5 16,8 20,1
polisacérido (ug/mL)
Contenido de polisacarido Para informacion; el 184,52 200,00 207,14
contenido de polisacdrido
PRP-T se utiliza para la
formulacién del producto
final a granel (pg/mL)
Proporcién polisacirido/proteina 0,33 -0,58 0,38 0,44 0,45
Distribucién del tamafio molecular*: >60 %%t 62,3 76,7 76,3
- LP-SEC: polisacirido eluido antes de Ky 0,20
{método inicial)
Contenidoe de polisacdrido libre £20% <4 <4 <42
(PRP depolimerizado)
Contenido de proteina tetdnica libre £1% <l < <]
Contenido de EDAC residual mediante <10 pmol/L <10 <10 <10
colorimetria (métado inicial)*
Contenido de fenol residual mediante <1 ug/mL <1 <1 <1
colorinietria (método inicial)*
Prugba de esterdlidad bacterlana y fiingica Sin crecimiento microbiano Cumple Cumple Cumple
Medicién del pH 6,5-7,8 7,08 7,02 7,09
Contenido de sacarosa Para informacién (g/1) 81,39 84,18 86,31

Estas pruebas fueron los métodos analiticos de liberacion utilizados en el momento en que se realizaron los

andlisis de estos lotes (que también se utilizan en el marco de los estudios de estabilidad) y se presentan en
la seccion 3.2.8.7.3 Datos de estabilidad.

t El criterio de aceptacion fue el criterio de aceptacion vigente en el momento en que se realizaron los

analisis.
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Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b Analisis de lotes
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2.2 Datos de calidad de los lotes de produccién de PRP-T actuales -\ A"
. p\@q f‘k‘ﬂ
Los resultados del control de calidad de 3 lotes actuales de PRP-T se presentan en la Tabla 4.
Tabla 4; Datos de los analisis de lote de 3 lotes de produccién actuales
Pruebas Criterfos de aceptacidn FA381843% | FA382491 | FA384370
Contenido de fosforo Para calcular ¢l contenido de | 19,0 20,6 22,7
polisacarido (eg/mL)
Contenido de polisacarido Para informacién; el 226,19 245,24 270,24
contenido de polisacirido
PRP-T se utiliza parala
formulacién del producto
final a granel (ug/ml)
Proporcién polisacirido/proteina 0,33~ 0,55 0,41 0,41 0,45
Distribucién del tamafio molecular; coeficiente Kp £ 0,37 0,29 0,25 0,29
de particién Kp, radio hidrodindmico Rh y peso 39 e 40
molecular Mw Rh 230 nm c < c
Mw 24,2 10° Da 8510 1,410 8,010
Contenido de polisacarido libre <20 % <3,7 <32 3,3
(PRP depolimerizado)
Contenido de proteina tetdnica libre <1% <1 <l <1
Prueba de limite de EDAC residual < 10 pmol/L <10 <10 <10
Prueba de limite de EDU residual <10 pmoV/L <10 <10 <10
Prueba de limite de fenol residual <1 pg/mL <] <1 <1
Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica Sin crecimiento microbiano | Cumple Cumple Cumple
Medicién del pH 6,5-7,5 7,06 7,07 7,09
Contenido de sacarosa Para informacién (g/l) 82,97 84,27 83,07
* Este lote de PRP-T se elaboré a patir del nuevo MSL FA340193.
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sanofi pasteur Seccion 3.2.5.4.4
Antigeno de superficie de la hepatitis B Andlis ote

Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, introduccion.

1 Descripcion de los lotes y analisis de lote

Se presentan los datos de analisis de lote del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg)
correspondientes a 14 lotes industriales obtenidos de la segunda y la tercera serie de produccion y
controlados con 3 perfiles de liberacién distintos. De hecho, durante el desarrollo farmacéutico
del HBsAg (vea la seccién 3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracion), el perfil de liberacién
evoluciond, motivo por el cual se presentan 3 perfiles de liberacion distintos en la tabla 1 de esta
seccidn. La justificacion de la evolucidn de los criterios de aceptacion se presenta en la

seccién 3.2.5.4.5 Justificacion de las especificaciones.

/]
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Antigeno de superficie de la hepatitis B

Tabla 1: Evolucién de los criterios de aceptacién

Pruebas Criterios de aceptacién Criterios de aceptacién aplicados Criterios de aceptacion
aplicados 2 los lotes de la a los lotes de la tercera serie de . aplicados al producto
segunda serie de produccién produccién comercializado
Aspecto Solucidon opalescente, levemente | Solucion opalescente, levemente Solucidén opalescente,
turbia y amarillenta que turbia y amarillenta levemente turbiay
ocasionalmente muestra amarillenta
precipitacion
Medicién de pH 6,0-8,0 6,0-8,0 6,5-7.5
Contenido proteico 0,75 -1,75 mg/mL 0,75 - 1,75 mg/mL 1,05 - 1,80 mg/mL
Identificacién del Bandas principales: monémero Bandas mayoritarias: mondmero Identificacién: Positiva
HBsAg* alrededor de 23 kDa y bandas alrededor de 23 kDa y bandas que

qu¢ corresponden al dimero de
47 kDa y 50 kDa (bandas
simples o dobles)

corresponden al dimero alrededor de
46 kDa (bandas simples o dobles)
Eventualmente, presencia de trimero

Bandas principales de peso
molecular de alrededor de
23kD, 46 kD y

Posible presencia de trimero alrededor de 65 kDat eventualmente 65 kD
Contenido de 3-9mg/mL} > 0,7 mg de HBsAg/mg de > 0,7 mg de HBsAg/mg de
HBsAg proteinas totales§ proteinas totales§

Contenido de
carbohidratos

30 - 60 pg de carbohidratos/mg
de proteinas totales

< 60 pg de carbohidratos/mg de
protelnas totales

< 50 ug de carbohidratos/mg
de proteinas totales

Contenido de

0.3 - 1,4 mg de lpidos/mg de

0,3 — 1,4 mg de lipidos/mg de

0,5 - 0,9 mg de lipidos/mg de

lipidos proteinas totales proteinas totales proteinas totales
Pureza =295 % 295 % 295%
Porcentaje de No se realizd. <3% <3%

mondémero libre de
HBsAg

Andlisis de Presencia: mondmero de 23 kDa, | No se realizo. No se realiza,
polipéptidos dimero de 47 + 50 kDa (bandas

observadas simples o dobles).

Presencia o ausencia de banda a

los 16, 19, 29, 31, 34, 56, 61

y 69 kDa
Prueba de Ausgencia de crecimiento Ausencla de crecimiento Ausencia de crecimiento
esterilidad microbiano mictobiano microbiano
bucteriana y fangica
Contenido de <10 mg/L <10 mg/L No s¢ realiza.
bromuros
Endotoxinas No se realizd, No se realizo. < 10 UE/dosis
bacterianas (10 UE/10 pg de proteinas)

*  [Identificacién realizada mediante la combinacion de ELISA RB y la prueba de pureza en el producto para

comercializacion.

+  Prugba realizada mediante un analisis Western blot; las especificaciones se actualizaron sobre la base de los
resultados histéricos y conforme a la evolucién de la metodofogia (vea la seccién 3.2.5.2.6 Desarrollo del
proceso de elaboracion).

wn +H

Prueba realizada con el kit ELISA Monolisa Plus.
Cuantificacién con ELISA RB expresada mediante la proporcion HBsAg/proteina.
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Antigeno de superficie de la hepatitis B

Se presentan los resultados de los siguientes lotes:

o 6 lotes de la segunda serie de producci6n utilizados en estudios clinicos y/o de estabilicfad;

o 5 lotes de la tercera serie de produccion utilizados en la validacion de la uniformidad (vea la
seccidn 3.2.8.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso) y estudios clinicos;

e 3 lotes controlados segin las especificaciones declaradas que se describen en la
seccion 3.2.5.4.1 Especificacion.

1.1  Lotes de la segunda serie de produccién

La descripcion de 6 lotes de la segunda serie de produccion utilizados en estudios de uniformidad,
clinicos y de estabilidad se presenta en la tabla 2.

Tabla 2: Descripcién de los lotes de la segunda serie de produccién

Niimero de lote | Fecha de elaboracién Planta de Escala del lote (litros} Uso del lote
produccion

AA0DT* 26 abr 2005 Pilar Industrial Estudios de uniformidad,
clinicos y de estabilidad

AA002T 10 mayo 2005 Pilar Industrial Estudios de uniformidad,
clinicos y de estabilidad

AAD03E 24 mayo 2005 Pilar Industrial Estudios de uniformidad,
clinicos y de estabilidad

AADG4* 08 jun 2005 Pilar Industrial Estudios de uniformidad y
clinicos

AA005t 21 jun 2005 Pilar Industrial Estudios de uniformidad y
ciinicos

AAD07E 19 jul 2005 Pilar Industrial Estudios de uniformidad y
clinicos

R

*  {otes utilizados en los estudios clinicos: A3L11 (estudio de uniformidad clinica), A3L17y A3L22
t Lotes utilizados en los estudios clinicos: A3L11, A3L12, A3L15y A3L21
% Lote utilizado en el estudio clinico: A3L11

N 77
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Los datos de liberacién de los 6 lotes de la segunda serie de produccion se presentan e'rﬁﬁ 3.

Tabla 3: Resultados analiticos de los lotes de 1a segunda serie de produccion

Pruebas Criterios de aceptacion AA0D1 | AADOZ | AAGO3 | AA004 | AADOS | AAO0DY

Aspecto Solucién opalescente, levemente Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple

turbia y amarillenta que

ocasionalmente rnuesira

precipitacién
Medicion de pH 6,0-38,0 7.0 7,0 7.0 7,0 7,0 7,0
Contenido proteico 0,75 - 1,75 mg/mL 1,32 1,31 1,47 1,34 1,59 1,37
Identificacién del Bandas principales: mondmero Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple
HBsAg alrededor de 23 kDa y bandas que

corresponden al dimero de 47 kDa

y 50 kDa (bandas simples o

dobles)

Posible presencia de trimero
Contenido de 3 -9 mg/mL 6 5 6 6 3 7
HBsAg :
Contenido de 30 - 60 pg de carbohidratos/mg de | 33 34 34 32 34 16
carbohidratos proteinas totales
Contenido de 0,3 - 1,4 mg de lipidos/mg de 0,6 0,8 0.6 0,6 0,7 0.6
lipidos proteinas totales
Pureza >95% 95 97 97 o8 98 96
Analisis de
polipéptidos | e e e
Monémero de Presencia Presencia | Presencia| Presencia| Presencia| Presencia| Presencia
MW 23 kDa
Dimero de MW Presencia Presencia| Presencia| Presencia| Presencin| Presencia| Presencia
47 kDa, 50 kDa
(bandas observadas
juntas o separadas):
MW 16 kDa Presencia o ausencia Presencia| Presencia| Presencia]| Presencia| Presencia| Presencia
MW 19 kDa Presencia| Presencia| Presencia| Presencia) Presencla| Presencia
MW 29 kDa Presencia | Presencia| Ausencia | Presencia| Presencia| Ausencia
MW 31 kDa Presencia| Presencia| Presencia| Presencia| Presencia| Presencla
MW 34 kDu Presencia| Presencia| Presencin] Presencia| Presencia| Presencla
MW 56 kDa Presencia| Presencia| Presencia| Presencia| Presencia| Preseticia
MW 61 kDa . Ausencia | Ausencia | Ausencia | Presencia| Presencia| Presencia
MW 69 kDa Presencia| Presenciaj Presencia| Presencia| Presencia| Presencia
Prueba de Ausencia de crecimiento Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple
esterilidad microbiano
bacteriana y fingica
Conteaido de < 10 mg/1 (limite de <10. <10 <10 <10 <10 <10
bromuros cuantificacién)
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1.2  Lotes de la tercera serie de produccion

. + . . g . . ¥ ‘ e ua?
La descripeidn de 5 lotes de la tercera serie de produccion utilizados en la validacion de &-&&Dﬁ ¢
uniformidad y en estudios clinicos se presenta en la tabla 4.

Tabla 4: Descripcion de los lotes de la tercera serie de produccién

Nimero de lote Fecha de elaboracién | Planta de produccién | Escala del lote (litros) Uso del lote

ACO02* 07 dic 2007 Piiar Industrial Estudios de uniformidad y
clinicos

AC004* 26 dic 2007 Pilar Industrial Estudios de uniformidad, de

‘ estabilidad y clinicos

AC005* 29 dic 2007 Pilar Industrial Estudios de uniformidad, de
estabilidad y clinicos

AC006 04 ene 2008 Pilar Industrial Estudios de uniformidad

AC007* 22 mar 2008 Pilar Industrial Estudios de uniformidad, de
estabilidad y clinicos

R

*  Lotes utilizados en el estudio clinico A3L24

.\ /]
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Los datos de liberacién de los 5 lotes de uniformidad de la tercera serie de produccion se. Ry awerc
= ¥

presentan en la tabla 5.

Tabla 5: Resultados analiticos de los lotes de la tercera serie de produccion

Pruebas Criterios de aceptacién AC002 AC004 AC005 AC006 AC007
Aspecto Solucién opalescente, Cumple Cumple Cumpie Cumple Cumple
levemente turbia y
amarillenta
Medicién de pH 6,0-8,0 6.9 6.9 6,9 6,9 6,9
Contenido proteico 0,75 -~ 1,75 mg/mL 1,49 1,46 1,45 1,39 1,45
Tdentificacién del HBsAg Bandas mayoritarias: Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
mondmero alrededor de
23 kDa y bandas que
corresponden al dimero
alrededor de 46 kDa (bandas
simples o dobles)
Eventualmente, presencia de
trimero alrededor de 65 kDa
Contenido de HBsAg* > 0,7 mg de HBsAg/mg de 1,1 1,1 1,0 1,0 1,2
proteinas totales
Contenido de <60 pg de carbohidratos/mg | 39 33 33 35 32
carbohidratos de proteinas totales
Contenido de lipidos 0,3 — 1,4 mg de lipidos/'mg | 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8
de protelnas totales
Pureza Z95% 97 96 96 o8 97
Porcentaje de menémero <3% Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
libre de HBsAg
Prueba de esterilidad Ausencia de crecimiento Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
bacteriana y flngica microbiatio
Contenido de bromuros <10 mg/L <10 <10 <10 <10 <10

*  Prueba realizada con el kit ELISA Rhein Biotech.

a
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1.3  Lotes para comercializacién

Tabla 6: Descripcién de los lotes para comercializacion

v‘? P F_'_.«...
La descripcion de 3 lotes que posiblemente se comercialicen controlados segun la espec1ﬁcac1on

declarada se presenta en la tabla 6,

Nimero de lote Fecha de elaboracién | Planta de produccién | Escala del lote (litros) Uso de!l lote
AC089 160 ago 2010 Pilar Industrial Produccion
AC090 17 ago 2010 Pilar Industrial Produccién
AC091 24 ago 2010 Pilar Industrial Produccién

Los datos de liberacion de estos 3 lotes que posiblemente se comercialicen se presentan en

la tabla 7.

Tabla 7: Resultados analiticos de los lotes para comercializacién

Pruebas Criterios de aceptacién AC089 AC0%0 AC091
Aspecto Solucion opalescente, levemente Cumple Cumple Cumple
turbia y amarilienta
Medicién de pH 6,5-7,5 6,9 6,9 6.9
Contenido proteico 1,05 - 1,80 mg/mL 1,59 1,50 1,49
Identificacién del HBsAg Identificacidn: Positiva Positiva Positiva Positiva
Bandas principales de peso molecular | Cumple Cumple Cumple
de alrededor de 23 kD, 46 kD y
eventualmente 65 kD
Contenido de HBsAg* Contenido: = 0,7 mg de HBsAg/mg de | 1,0 1,1 L1
protefnas totales
Contenido de carbohidratos < 50 pg de carbohidratos/mg de 30 30 31
proteinas totales
Contenido de lipidos 0,5 - 0,9 mg de lipidos/mg de 0,7 0,7 0,7
proteinas totales
Pureza =95 % 96 96 9
Porcentaje de mondmero libre de $31% Cumple Cumple Cumple
HBsAg _
Prueba de esterilidad bacteriana y Auseneia de crecimiento microbiano Cutnple Cumple Cumple
finglea
Endotoxinas bacterianas < [0 UE/dosis <10 <10 <10
(10 UE/10 pg de proteinas)

*  Prueba realizada con el kit ELISA Rhein Biotech,

r.
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2  Procedimientos analiticos histéricos y validacion

A continuacién se describen los procedimientos analiticos que se aplican solamente a los lotes de
la segunda y la tercera serie de produccion, y no a los lotes comerciales, con su validacién. Los
procedimientos analiticos utilizados para controlar los lotes para comercializacion se describen en
la seccién 3.2.8.4.2 Procedimientos analiticos.

2.1 Contenido de HBsAg; ELISA Monolisa Plus

2.1.1 Resumen de los procedimientos analiticos

Este analisis ELISA basado en un kit comercial se utilizé para determinar el contenido de HBsAg
de los lotes de la segunda serie de produccién. Dado que el proveedor lo discontinué, se
reemplazé por un analisis ELISA RB interno en la especificacion de liberacién declarada.

2.1.1.1  Principio

El método Monolisa Plus es un método inmunoenzimético que utiliza 2 anticuerpos monoclonales
distintos:

e E! primer anticuerpo monoclonal (Acl) fijado en la placa captura las particulas de HBsAg;

« El segundo anticuerpo monoclonal (Ac2) unido a una enzima de peroxidasa también reconoce
las particulas de HBsAg,

Estos 2 Ac monoclonales se obtienen contra distintos epitopos de la particula de HBsAg,

1a cantidad de enzima de peroxidasa unida al complejo (Aci-HBsAg-Ac2) se mide después de
una incubacién con un sustrato de H;O, y cromdgeno o-fenilendiamina (OPD).

La intensidad de la coloracion se mide a 490 nm. Es proporcional a la cantidad de HBsAg
presente en la muestra.

2.1.1.2 Equipo

¢ Equipo estdndar de laboratorio

e Microplacas de 96 pocillos para ELISA
s Lector y sistema de lavado ELISA

e Incubadora: +37°C £ 1°C

1 A
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2.1.1.3 Reactivos

+ Albtmina de suero bovino (BSA);

¢ Referencia: estandar de referencia interno de HBsAg calibrado respecto de una referencia de
lote heterologa;

» Control interno: lote de produccion de HBsAg;

¢ Solucién de cloruro de sodio 4 M;

. OI_'tofenil diamina , dihidrocloruro;

o Kit Monolisa Plus;

o Tween 20;

e Tampon fosfato 1 M, pH 7,4: fosfato dipotasico dihidrogenado, fosfato potasico dihidrogenado;
e Tampén PBS 0,1 M; ' |

¢ Solucion de lavado: Tampén PBS 0,01 M — Tween 20 0,1 %;

¢ Solucidn diluyente: Tampén PBS 0,01 M — Tween 20 0,1 % — BSA 1 %;

e Tampédn citrato 0,05 M, pH 5,6 — H202 0,03 %: citrato trisddico dihidrato, dcido citrico
monohidrato, agua purificada, perdxido de hidrogeno;

o Solucién de detencidn: dcido sulfirico 4 N.
2.1.14 Procedimiento operativo

Cobertura de las microplacas

Prepare una dilucién adecuada del anticuerpo Acl en tamp6n PBS.

Vierta este preparado en cada pocillo, cubra la microplaca e inctibela toda la noche a +5°C £3°C.
Lave las placas con tampdn de lavado.

Bloqueo de microplacas

Vierta el tampon de bloqueo en cada pocillo, cubra la nncroplaca ¢ incubela | hora
a+37°C = 1°C.

Lave las placas con tampdn de lavado.

Pl I 72 8
RA_0305154 Informacion c0nfidencial/pro;:uetarqi
Pagina 13 de 41
AOXANA {}NTEM“ ONE f‘H RISTIAR Ddl\ﬁi
DIRECT{IRA TEusiw EAu

SANNF RASTEUR S.A. ‘)Ht\il Fi PAQTFUH 8.4

/
(.



P



LTV USSR,

sanofi pasteur

Seceidén 3.2.8.4.4

" Antigeno de superficie de la hepatitis B Anahg;;de lote

Preparacion de las diluciones

5
e Se preparan diluciones de la muestra de HBsAg que se va a analizar, por ¢jemplo, de la &

siguiente manera:

Dilucién 1:
Dilueidn 2:
Dilucion 3:
Dilucion 4:
Dilucién 5:
Dilucién 6:

Dilucion 7:

se diluyen 50 pl de la muestra de FIBsAg con solucidn diluyente hasta 1000 pL.
se diluyen 100 pL de la dilucién 1 con solucion diluyente hasta 1000 pL.

se diluyen 100 pL de la dilucién 2 con solucién diluyente hasta 1000 pL.

se diluyen 100 uL de la dilucién 3 con solucién diluyente hasta 1000 uL.

se diluyen 200 uL de la dilucién 4 con. solucién diluyente hasta 2000 pL.

se diluyen 1000 uL de la dilucién 5 con solucién diluyente hasta 2000 pL.

se diluyen 1000 uL de la dilucién 6 con solucidn diluyente hasta 2000 pL.

¢ Sc preparan las mismas diluciones para el control interno. Se deposita solamente la dilucion 6.

¢ Se diluye el estandar de referencia de HBsAg con solucién diluyente, por ejemplo, de la
siguiente manera:

Dilucién 1:

se diluyen 50 uL del estandar de referencia de HBsAg con solucion diluyente

hasta 1000 pL.

Dilucion 2:
Dilucion 3:
Dilucion 4:
Dilucién 5:
Dilucidn 6:
Dilucién 7:
Dilucion 8:
Dilueidn 9:

se diluyen 100 pL de la dilucién 1 con solucidn diluyente hasta 1000 uL.
se diluyen 100 uL de la dilucién 2 con solucién diluyente hasta 1000 pL.
se diluyen 100 pL de la dilucién 3 con solucién diluyente hasta 1000 pL.
se diluyen 200 uL de la dilucién 4 con solucién diluyente hasta 2000 uL.
500 pL de la dilucidn 5 + 500 pL de la dilucion 7.

se diluyen 1000 puL de la dilucién 5 con solucién diluyente hasta 2000 uL.
se diluyen 500 uL de la dilucién 7 con sotucion diluyente hasta 1000 pL.
se diluyen 500 pL de la dilucién 8 con solucidn diluyente hasta 1000 pL.

Dilucidn 10: se diluyen 500 pL de la dilucién 9 con solucién diluyente hasta 1000 pL.
Las diluciones 5, 6,7, 8, 9 y 10 se depositan para obtener una curva de calibracién.

Distribucion de las diluciones

Vierta la solucidn diluyente, el control interno, cada dilucién de la muestra de prueba, el control
interno y la solucion de estdndar de referencia en cada pocillo. Se cubre la microplaca y se incuba
durante 90 minutos a +37°C £ 1°C,

Adicion del segundo anticuerpo

Lave la placa con solucion de lavado.

Diluya la solucidn conjugada del Kit con la solucién diluyente para obtenet una DO en 490 nm
entre el punto mas bajo y el més alto de la curva estdndar. Por ejemplo, diluya 100 pL de
conjugado con 10 mL de solucidén diluyente.

RA_0305154
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A
Vierta el conjugado diluido en cada pocillo, cubra la microplaca ¢ inctibela 90 minu '-_' 1
a +37°C = 1°C. A Gy ]
NN
Revelado del cromégeno Heoae ¢

Lave las placas con tampodn de lavado.

Vierta la solucién del cromdgeno en cada pocillo. Incibela 30 minutos a oscuras a temperatura
ambiente.

Detencion de la reaccion

Agregue 4cido sulfirico a cada pocillo para detener la reaccion.
2.1.1.5 Lectura, calculos y resultados

Se registra la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo a 490 nm en el modo de lectura dual, con la
fongitud de onda de referencia a 655 nm.
Se determina la ecuacion de la regresion lineal de la curva de calibracién del estandar.

Se calcula el contenido de HBsAg (ng/mL) de la muestra y el control interno mediante la
siguiente férmula:

_-=H
a
Donde:

e x = contenido de HBsAg en ng/mL;

¢ y=lectura de la absorbancia;

e b =interseccion con el origen de la regresion lineal;

¢ a=pendiente de la regresion lineal.

Considerando las diluciones realizadas, el contenido de HBsAg de la muestra pura se expresa
en mg/mkL.

2,1.1.6  Criterios de validez

o El coeficiente de correlacién de la curva de calibracion debe ser = 0,98,

s El valor del control interno debe encontrarse dentro de los limites del grafico de control.

¢ El % de desviacion estandar relativa entre los resultados de diluciones independientes de la
muestra de analisis debe ser < 15 %.

2.1.2  Validacién del procedimiento analitico

Este capitulo describe la validacién del ELISA del HBsAg realizado con el kit Monolisa plus.
Dado que el método es cuantitativo, las caracteristicas estudiadas son especificidad, linealidad,
exactitud y precision, conforme a la gufa de la ICH.

El procedimiento analitico se describe en el capitulo 2.1.1.

~
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Los resultados de la validacidén se resumen en la tabla 8. \ 1

Tabla 8: Contenido de HBsAg, resumen de validacion

Caracteristicas Criterios de aceptacién Resultados

Especificidad Comparacion entre la cantidad de La especificidad se evalud a través de la exactitud.

antigens mediday ia cenfidad E} valor 100 % est4 dentro del intervalo de confianza del 95 % de la
teorica de antigeno recuperacion promedio.

Linealidad Piineatiged < 0,01 Después de un gjuste lineal de Y = concentracién de HBsAg
encontrada en funcidn de X = concentracidn de HBsAg tedrica, ¢n un
sistema log-log, se observa la siguiente relacion:

Y=0,27+0,93X

Rango de linealidad: {5360 - 8410] pg/mL equivalente a
[4806 - 7147] ng/mg de proteinas totales

P desviacion de 1a finealidad 0,03

Exactitud La recuperacién porcentual promedic| La recuperacién porcentual promedio y sus limites de confianza del
caleulada para los 4 niveles de 95 % son los siguientes:
concentracion tedricos se encuentra
101 % [98 - 103} %
entre el 80 % y €l 120 %. ol 1%

Precisién Sin definir Intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia para |
corrida con | medicién realizada del modo habitual: & 0,033 es decir,
x/+ 1,08 en expresidn aritmética

2.1.2.1 Especificidad
El disefio experimental fue el siguiente: 2 operadores realizaron 3 series separadas, en 3 dias
diferentes.

Cada corrida incluia un rango de 5 concentraciones de HBsAg. Se agreg a una cantidad fija de
muestra de HBsAg 5 niveles incrementales de estandar de HBsAg.,

La especificidad se evalué a través de los resultados obtenidos en cuanto a la exactitud (vea el
parrafo 2.1.2.3).

2.1.2.2 Linealidad

El disefio experimental fue el siguiente: 2 operadores realizaron 3 series separadas, en 3 dias
diferentes.

Cada corrida incluia un rango de 5 concentraciones de HBsAg, A una cantidad fija de muestra de
HBsAg se le agregaron 5 niveles incrementales de estandar de HBsAg.

2.1.2.2.1 Resultados analiticos

Los datos sometidos a anélisis son el contenido de HBsAg (muestra con agregado), expresado
“en pg/ml, y se presentan en la tabla 9,

A g1
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Tabla 9: Linealidad: Concentracién medida frente a concentracion teérica (ug/mL)

% de agregado Cantidad tebrica Cantidad medida (muestra + agregado)
de HBsAg (muestra + ng/mL
agregado)
ng/mL Seriel Serie 2 Serie 3
0 6080 6331 6102 . 6546
6384 6253 5890 6307
10 6688 7258 6562 6752
15 6992 7559 6860 6832
20 7296 7251 28 7499

2.1.2.2.2  Anailisis

La linealidad en el rango elegido se analiza mediante los siguientes pﬁsos:
¢ Lahomogeneidad de las varianzas limite se verifica mediante la prueba de Cochran.

¢ La dependencia entre la concentracién tedrica y la concentracion medida de HBsAg, y la
linealidad de esta relacion, se analizan mediante una regresion lineal no ponderada utilizando
el método de los cuadrados minimos. Debe mostrar una pendiente significativa y una
desviacion no significativa de la linealidad.

La ecuacion de la recta de regresion se presenta en la tabla 10.

Tabla 10: Linealidad: Ecuacién de la recta de regresion

Ecuacion de la recta de regresion Coeficiente de correlacion Rango de linéalidad en pg/mL
lineal

Y= (0,27 1,55)+ (0,93 £ 0,41) . X R = (,8093 [5360 - 8410]

Donde: X = log concentracion tedrica
Y = log concentracidn medida

Plinegtidad < 0,01

Ptosviacion de In linealidad > 003

.,
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