sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos
e intermedios

o Estindares:
o Toxina pertisica: estdndar internacional o esténdar interno
s [HA.: estandar interno

Procedimiento operativo

s Puntos generales

Cada muestra se debe titular por duplicado, con y sin colesterol.

Incluir un control negativo (PBS + gldbulos rojos) en cada placa de prueba.
Colocar en cada serie un estandar (interno o internacional)

e Preparacion de las muestras

Diluir las muestras a las siguientes concentraciones proteicas:
e FHA: 500 pg/mL de proteinas en CTW, luego ajustar a 10 pg/mL en PBS.
o Toxina pertasica: 500 pg/mL de proteinas en CTW, luego ajustar a 50 ug/mL en PBS.

e Distribucidn en placas de 96 pocillos
s enuna primera placa con colesterol (placa marcada (+)),
e en una segunda placa sin colesterol (placa marcada (+)),

Distribuir 100 pL del producto diluido que se analizara por duplicado.

En las placas marcadas (+), distribuir 50 pL de solucién de trabajo de colesterol (20 pg/mL) en
cada pocillo vacio.

En las placas marcadas (-), reemplazar la solucién de colesterol por PBS en cada pocillo vacio
(50 uL por pocillo).

s Dilucion de las muestras

Preparar diluciones dobles en serie.

s Adici6n de suspensién de glébulos rojos _
Distribuir 50 pL de suspensién de globulos rojos de ganso al 0,7 % en cada pocillo.
Sacudir las placas suavemente durante unos minutos.

Dejar las placas a temperatura ambiente durante una hora.

Lectura, cdlculo, resultados

s Lectura
Hemaglutinacion (+)

Hemaglutinacion (-) ® microgranulo de globlos rojos
Anote el resultado n de cada producto (n = nimero de pocillos (+) para cada producto)

¢ Interpretacion de los resultados
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sanofi pasteur Seccién 3.2.8.2.4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos
e intermedios

Calcular el titulo en unidades de hemaglutinacién: UHA

titulo (UHA/mL) =20 x 10 x (dilucién}
s Efecto inhibidor del colesterol en el producto:

e qee e titulo sin colesterol - titulo con colesterol
% de inhibicion = fo st - 11 — Oestero’ x 100
itulo sin colestero

»  Actividad especifica (SA):

titulo sin colesterol

"~ titulo de las proteinas en mg/ml.
Criterios de validez
Titulo del estandar incluido en los valores histdricos.
Numero de pocillos positivos menor que 10 pocillos,
3.2.6  Antigenicidad: titulacién de la FHA y del toxoide pertiisico (PTxd) por ELISA
Principio
El método se basa en la reaccion del antigeno (FHA o PTxd) con el anticuerpo ovino
correspondiente (anti-FHA o antitoxina) unido a los pocillos de microtitulacidon. Luego se agrega

a los pocillos un anticuerpo secundario (anticuerpo de ratdn anti-FHA o anticuerpo de ratén
antitoxina pertisica).

A continuacion, se agrega anticuerpo de cabra antirraton conjugado con fosfatasa alcalina,
seguido por sustrato. La intensidad del color es proporc10nal a la concentracion del antigeno
(FHA o PTxd).

Equipo

e Equipo estandar de laboratorio.
e Placas de microtitulacion

e Incubadoraa37°C+2°C

e Lavador de microplacas

¢ Lectora de microplacas
Reactivos

Los reactivos biolégicos utilizados en la prueba de antigenicidad se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7: Reactivos usados en la prueba de antigenicidad

Reactivos Titulacién de la FHA Titulacion del PTxd
Anticuerpo de recabrimiento Produccién interna de suero de cabra Suero de oveja antitoxina pertiisica
anti-FHA (referencia internacional)
_ /)
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sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos

¢ intermedies
S

w.
Reactivos Titulacién de la FHA Titulacién del@%‘f {XP
Albimina bovina Solucién de albimina bovina al 10 % o Solucién de alblimina bovina &%I%\_’ s
dilucion adecuada dilucion adecuada Pt Lp
Antigeno estandar FHA interna en solucién Toxoide pertisico interno estabilizado en
glicerol al 50 % viv
Control positivo FHA interna en solucién Toxoide pertisico interno en solucién
Anticuerpo secundario Suero interno de ratén anti-FHA Suero interno de ratén antitoxina
Conjugado Fragmentos (Fab'), y Fc del anticuerpo Fragmentos (Fab"); y Fc del anticuerpo
de cabra antirrat6n etiquetado con de cabra antirratén etiquetado con
fosfatasa alcalina fosfatasa alcalina
Sustrato cromogénico pNPP (fosfato de p-nitrofenilo, disédico) | pNPP (fosfato de p-nitrofenilo, disédico}

Procedimiento operativo
s Titulacion ELISA

Las placas se lavan con tampon de PBS Tween entre cada uno de los pasos que se describen a
continuacién.

Las microplacas se recubren con anticuerpos diluidos con tampén de carbonato y se incuban
durante la noche a 37 °C + 2 °C para la FHA y durante una noche a +5 °C £+ 3 °C para la PT.

Los pocillos se saturan con solucién de tampén de fosfato-BSA durante una horaa 37 °C +2 °C.

Se agregan los antigenos estindar, el control positivo y el producto sometido a prueba. Las
microplacas se incuban durante 1,5 horas a 37 °C £ 2 °C.

Se agregan los anticuerpos secundarios y las microplacas se incuban durante 1,5 horas a
37°Cx2°C.

Se agrega el conjugado y las microplacas se incuban durante 1,5 horas a37 °C £2 °C.

El complejo se realza mediante la adicion del sustrato cromogénico se incuba a temperatura
ambiente (20 °C a 25 °C) durante 30 minutos.

La reaccion se detiene con una solucién de hidréxido de sodio.
s  Resultados

La absorbancia de cada pocillo se registra a 405 nm y a 620 nm. La curva de la absorbancia del
antigeno estandar se grafica como funcion de la concentracién del antigeno en UE/mL usando un
programa de regresion lineal/logaritmica.

Los valores de la absorbancia y las diluciones correspondientes de las muestras se ingresan para
que el programa calcule autométicamente las concentraciones, El titulo de la proteina de la
muestra de prueba se toma en cuenta para que el titulo se exprese en UE/mg.

Criterios de validez

Los criterios de validez se resumen en la tabla 8.
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sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.4
Vacuna confra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos

e intermedios

P,

Tabla 8: Criterios de validez aplicados a la prueba de antigenicidad

G &2
Para la titulacién de 1a FHA Para la titulacién del PTxd i . ”ff;
1
El coeficiente de correlaci6n de la curva de referencia no debe | El coeficiente de correlacién de la curva de referencia no debe
ser menor que 0,811 para un minimo de 6 puntos y no debe ser | ser menor que 0,754 para un minimo de 7 puntos. Utilice las
menor que 0,878 para un minimo de 5 puntos, tablas de Fisher y Yates para menos de 7 puntos.
El titulo del control positive interno en UE/mg se debe Luego, el titulo de control positivo interno en UE/mg se debe
encontrar dentro de los limites de confianza superiores e encontrar dentro de los limites de confianza superiores e
inferiores definidos histéricamente en 95 %. inferiores definidos histdricamente en 99 %.
El valor de la pendiente estandar se debe encontrar dentro de El valor de la pendiente estindar se debe enconirar dentro de
los limites de conflanza superiores € inferiores definidos en los limites de confianza superiores e inferiores definidos en
99 %, 99 %.
La densidad dptica (DO) del testigo no debe ser mayor que 0,2 | La densidad éptica (DO) del testigo no debe ser mayor que 0,2
El coeficiente de variacion de la concentracién no debe ser El coeficiente de variacion de la concentramén no debe ser
mayor que el 30 %. mayor que el 30 %.

3.2.7 Contenido de endotoxinas

. Esta prueba se realiza de acuerdo con Ph. Eur 2.6.14 “Bacterial endotoxins” (ensayo LAL, método

de cinética cromogénica).

3.2.8 Contenido de glutaraldehido residual

Principio

El glutaraldehido (GTA) produce un color amarillo con un fenol al 20 %en etanol y acido

sulfiirico concentrado. La intensidad de este color, que es proporcional a la concentracion de
GTA, se puede medir utilizando un espectrofotémetro a 482 nm.

Equipos
e Equipo estandar de laboratorio.
s Espectrofotdmetro.

Reactives (las cantidades son indicativas y se pueden multiplicar o dividir por un factor
determinado, si fuera necesario)

e  Acido sulfiirico concentrado

» Solucion de fenol de aproximadamente el 20 % en etanol puro

FEIOL ettt e s s e e s s s e nt et e s nase s asnmnneenas 2,1 mL
ELanol PUIO ..coieceeeceec ettt hasta 10 mL
Prepare inmediatamente antes de usarla.

e  Solucitn de referencia primaria de glutaraldehido (25 %)

GTA al 25 %

Conserve a <-20 °C. No congele.
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Seccidén 3.2.8.2.4
Control de los pasos criticos
€ intermedios

*  Soluci6n de referencia secundaria de glutaraldehido (40 pg/ml.)
Prepare diluciones en serie de la solucién primaria al 25 %.
*  Solucién @ (dilucién 1/50)

Solucion primaria al 25 %6 ..o vceeeeeeeceeeeee e 0,5
Agua PUITICAAA ..t hasta 25
*  Solucion @ (dilucion 1/25)
SOIUCION ..ottt ee s s | mL
AZUA PULIFICAUA .ocvvree e hasta 25 mL
*  Solucién @ (dilucion 1/5)
SOMICION @it e 4 mL
AgUA PUTIFICAUR vt ee e hasta 20 mL

Procedimiento operativo

¢ Diluciones previas para la curva estandar

Tubos 1 2 3 4

40 pg/mL de solucion estdndar (mL) 0,5 1 1,5 2 2,5
Apgua purificada Hasta 10 mL

GTA (ng/mL) 2,0 | 4.0 [ 6.0 | 3.0 10,0

Realice 4 pruebas por muestra.
Realice una carga adicional: producto puro (150 uL) + dilucién 8 pg/mL

« FEn los tubos, introduzca:

Control 4 Ensayo

Diluciones - 300 300 300 300 300 -

Agua purificada 300 - - - - - -
Mouestra - - - - - - 150
Dilucién 8 pg/mL (tubo 4) (uL) | - - - - - - 150
Fenol al 20 % (uL} 40 40 40 40 40 40 40
H,804 al 96% (uL) 750 750 750 750 750 750 750
GTA (pg/mL) - 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 a

Homogeneice. Enfiie. Tome la lectura de cada tubo a 482 nm en contraste con agua purificada.
Lectura, cdlculos, resultados
Reste la densidad 6ptica del control de cada densidad Optica.

Trace la linea de regresion lineal, DO = f (glutaraldehido pg/mL).
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sanofi pasteur Seccidn 3.2.5.2.4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos

e intermedios

Mida la densidad optica de cada muestra. Deduzca la concentracion de glutaraldehido de la
muestra. N

Los resultados se expresan:

Concentracion de GTA (ug/mL = [prueba de carga adicional (ug/mL)- carga adicional tedrica (4ug/ mL)] x2
donde 2: factor de dilucion

Criterios de validez

s FElcoeficiente de correlacion de la curva estdndar no es menor que 0,990

¢ La desviacidn estandar relativa entre los ensayos es menor que el 10 %

e Larecuperacion entre la carga adicional y el valor tedrico es de entre el 80 % y el 120 %.

El limite de cuantificacién es 2,0 pg/mL (primer punto de la curva estandar).
3.2.9 Prueba de irreversibilidad para el toxoide pertiisico

Esta prueba se realiza de acuerdo con la monografia 1356 de la Ph. Eur. (vacuna contra la tos
ferina, de componentes acelulares, adsorbida).

La irreversibilidad del toxoide pertGsico se realiza en el toxoide pertlsico purificado adsorbido en
solucidn y la ausencia de toxina pertisica residual (actividad de sensibilizacidn a la histamina) se
realiza en el producto final a granel (vea 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos.

A\ )/
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sanofi pasteur Seccién 3.2.5.2.4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos
¢ intermedios

3.3 Validacién de los procedimientos analiticos

Los resultados de la validacién se suministran para las pruebas utilizadas para liberar los
intermedios y que no se describen en la Ph. Eur:

o Identificacion de la FHA y del toxoide pertisico.

e Actividad de agrupamiento en células CHO.

¢ Actividad de hemaglutinacién.

s  Antigenicidad: titulacién del toxoide pertisico y de la FHA por el método ELISA
» Contenido de glutaraldehido residual.

La validacidn se realizd de acuerdo con ICH Q2 (R1) "Validation analytical procedures: text and
methology" (Procedimientos analiticos de validacion: texto y metodologia™).

3.3.1 Identificacion de la FHA y de la toxina pertiisica

3.3.1.1 Principio

El ant{geno y el anticuerpo se difunden en gel de agarosa. Durante la difusion, se forman
gradientes de la concentracion y, si el antigeno y el anticuerpo se unen en concentraciones
relativas éptimas, se forma una linea de precipitacion,

Debido a que el método es una prueba cualitativa y de identificacion, fa (inica caracteristica
estudiada es la especificidad.

3.3.1.2 Especificidad

El antisuero de la FHA y el antisuero de la PT se analizaron contra su referencia estindar
homéloga y contra los antigenos heterdlogos.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 9.

Tabla 9: Resultados de validacién obtenidos sobre la especificidad para los antisueros de la
FHA y dela PT

Antigeno Resultados obtenidos con Resultados obtenidos con
anti-FHA anti-PT

Toxina pertiisica Negativo Posiiivo

FHA Positivo Negativo
Toxoide tetinico Negativo Negativo
Toxoide diftérico Negativo Negativo
Vacuna Typhim Negativo Negativo
Vacuna contra la Haemophilus influenzae tipo b Negativo Negativo
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criti
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Antigeno Resuiltados obtenidos con Resultados obteni% &
anti-FHA. anti-PT oyt
Vacuna conira la poliomielitis Negativo Negativo
Vacunas contra la rabia Negativo Negative
Inmunoglobulina antirribica (humana) Negativo Negativo
Vacuna contra la gripe Negativo Negativo
Vacuna contra la hepatitis A Negativo Negativo
Vacuna contra la hepatitis B Negativo Negativo
Vacuna contra el sarampién, 1a parotiditis y la rubéola Negativo Negativo

3.3.1.3 Conclusiéon

Para cada antisuero analizado, la Unica linea de precipitacidn se obtiene con el estindar de
referencia homologo. Ninguna linea de precipitacion se obtiene con antigenos heterélogos.
El método de Ouchterlony es valido para identificar los antigenos de la PT y FHA en la etapa
purificada nativa.

3.3.2  Actividad de agrupamiento en céluias CHO

La actividad especifica de la toxina nativa se estudia en células CHO y se cuantifica en unidades
formadoras de agrupamientos por pug de proteina.

La FHA y el toxoide pertusico no producen agrupamientos en las células CHO.
3.3.2.1 Validacion en la toxina pertisica purificada nativa

Panorama

Debido a que el procedimiento es un ensayo cuantitativo, las caracteristicas estudiadas son la
linealidad, la exactitud y la precision. La especificidad no se estudia debido a que la capacidad
para formar agrupamientos se describe como una propiedad especifica en la Ph. Eur. monografia
n.° 1356 “Pertussis vaccine - acellular, component, adsorbed”.

En la tabla 10, se suministra un resumen de validacion.

N
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sanofi pasteur
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)

Seccion 3.2.5.2.4
Control de los pasos criticos
¢ intermediog,..

Tabla 10: Actividad de agrupamiento en células CHO en la etapa de toxina pertisic
purificada nativa: resumen de validacién

Caracteristicas

Criterios de aceptacion

Resultados

Linealidad

Pliedlicas < 0,01

P gesviacién de la linealidad = 0,03

Después de un ajusie lineal en una escala
log-log en la que Y = concentracién
medida (expresado en dilucién inversa)
en funcion de X = cencentracidn tebrica,
se destaca la siguiente relacién:

Plineatidad < 0,0001
pdesviacién de la linealidad = 0,96
Y =2,867+0,786 X

Donde X = concentracidn tedrica log
¥ Y = concentracion medida en log.

Coeficiente de Ia correlacion lineal
r= 0,9454 con 10 grados de libertad

Rango de linealidad:
[4000 — 1462000] CPU/pg de proteinas

Exactitud

El porcentaje de recuperacidn promedio
calculado para los 4 niveles de
concentracion tedrica debe estar entre ¢l
50 % y el 200 %.

El porcentaje de recuperacién promedio
y sus limites de confianza del 95 % son
los sigutentes;

- Factor de concentracién tedrica
0,0625: 208 %

- Factor de concentracién tedrica 0,25:
148 %

- Factor de concentracién tedrica entre
4v16:75% [41 % a 110 %]

Precisiéon

El intervalo de confianza del 95 % de la
precisién intermedia es < x/~2

- intervalos de confianza del 95% de la
precisién intermedia para 1 setie con 4
mediciones: + 0,274

es decir, x/+ 1,88 en forma aritmética

Linealidad

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores realizaron tres series de manera
independiente, en 3 dias diferentes. Cada serie incluyd un rango de 5 diluciones de la toxina de

referencia.

e Resultados analiticos

Los datos analizados se expresan en diluciones inversas con el 100 % de los agrupamientos
expresados en pg/mL (vea la tabla 11)
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Tabla 11: Linealidad, dilucién inversa con 100 %

de agrupamientos {promedio q§
%

[

determinaciones) .
A
ERTY)

Concentracién Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(ng/mL)

0,0125* 32 23 23

0,0500 108 54 64

0,2000 256 161 181

0,8000 1218 605 362

3,2000 4096 1218 1218

Este nivel no se tuvo en cuenta para ¢l andlisis de linealidad, ya que la exactitud no fue satisfactoria.
s Analisis estadistico

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a fos
datos presentados en la tabla 11.

La homogeneidad de las varianzas vinculadas se verifica con la prueba de Cochran a un nivel de
significancia del 5 %. La dependencia entre las cantidades previstas y las cantidades medidas y la
linealidad de esta relacién se prueban mediante una regresion lineal no ponderada utilizando el
método de minimos cuadrados. Se debe mostrar una pendiente significativa y una desviacion de la
linealidad no significativa.

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de todos los niveles de cantidad tedricos son
homogéneas.

El andlisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente y del ajuste correcto de la
regresion lineal. Existe una dependencia lineal entre las cantidades previstas obtenidas (en
logaritmos) y las cantidades medidas (en logaritmos).

La ecuacion de la recta de regresion es:

Y =(2,867+0,149) + (0,786 £ 0,191) - X

donde:

e X =concentracion teérica en log

e Y = concentracion medida en log

s Coeficiente de la correlacion lineal: r=0,9454 con 10 grados de libertad

¢ Rango de linealidad: [18 - 7310] en dilucién inversa que equivale a [3518 - 14620091 CPU/ug
de proteinas

LA
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Figura 1: Actividad de agrupamiento en células CHO en la etapa de toxina pertus1ca 15‘ T)
purificada nativa, grafico de linealidad
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El método es lineal en el rango [3518 - 1462009] CPU/ug de proteinas. Se cumplen todos los
criterios de aceptacion; por lo tanto, el método es lineal.

Exactitud

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores independientes realizaron tres series de
manera independiente, en 3 dias diferentes. Cada serie incluyé un rango de 5 diluciones de la
toxina de referencia.

e Resultados analiticos

Se calculd la concentracion medida habitualmente que corresponde a 0,2 pg/mL, la proporcion
entre la diluci6n inversa con 100 % de agrupamiento de acuerde con las diferentes
concentraciones y la dilucién inversa con el 100 % de agrupamientos para 0,2 pg/mL.

Ejemplo: Concentracion de 0,0125 pg/mL. Grupo 1: 535—26— =(,1250

El porcentaje de recuperacion se obtiene mediante la expresién de la proporcidn en comparacién
con el factor tedrico previsto.

Los resultados se presentan en la tabla 12.
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Tabla 12: Exactitud, factor de concentracion calculado Ak
%, Vc?
5 o
=N
Factor de concentracion Grupo 1 Grupe 2 Grupo 3
tedrica
(ng/mL)
0,0625 0.13 0,14 0,13
0,25 0,42 0,33 0,35
4 4,76 3,78 2,00
16 16,00 7,55 6,73

¢ Analisis estadistico

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos presentados en la

tabla 12.

El porcentaje de recuperacién se calcula para cada nivel de concentracion y para cada grupo. La
homogencidad de las varianzas intraniveles se verifica con la prueba de Cochran. Al adquirir la
homogeneidad, la no significancia de las diferencias entre los niveles de concentracion tedrica se
demuestra mediante un anélisis de varianza. Cuando se comprueba la igualdad de las medias
interniveles, el porcentaje de recuperacion promedio se calcula con los limites de confianza del

95 %.

El porcentaje de recuperacion promedio se debe encontrar entre el 50 % y €l 200 %.

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de los 4 niveles de adicién son homogéneas.

Debido a que el analisis de varianza no permite [legar a una conclusion sobre la igualdad de las
medias interniveles, los célculos se realizan para el factor 0,0625 por un lado, para el factor 0,25
por otro lado, y para los factores 4,0 y 16,0; cuyos resultados son homogéneos de manera
conjunta. El porcentaje de recuperacion promedio se calcula con los limites de confianza del 95 %

(vea la tabla 13).

Tabla 13: Exactitud, porcentaje de recuperacién medio

Factor Porcentaje de recuperacion Limites de confianza del 95 %
0,0625 208,16 /
0,25 147,70 /
4216 75,42 [40,89 - 109,951%

El porcentaje de recuperacion promedio se incluye entre el 50 % y el 200 %, excepto para el

factor 0,0625.

Por lo tanto, el rango de linealidad se restringio a [0,05 - 3,2] pg/mL, que equivale a [3518 -
14620091 CPU/ug. Este intervalo cumple con los valores medidos de manera rutinaria.
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Precision
El disefio experimental fue el siguiente: se realizaron 3 grupos bajo condiciones de precisiérﬂvmp@@"
intermedia: los ensayos fueron llevados a cabo, de manera independiente, por 3 operadores,

utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, en 3

dias diferentes. Para la repetibilidad, en cada grupo, el mismo operador realiz6 12 ensayos de

manera independiente, utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el

mismo laboratorio, con el mismo equipo, el mismo dia. Cada ensayo consiste en 2 mediciones de
la muestra.

e Resultados analiticos

El dato analizado es la actividad de la toxina expresada en CPU/pg de proteinas (vea la tabla 14).

Tabla 14: Precision, actividad de la toxina (CPU/pg de proteinas)

Ensayo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1 51200 51200 51200
25600 .| 25600 51200
2 51200 25600 51200
51200 23600 51200
3 25600 25600 51200
51200 25600 102400
4 51200 25600 51200
51200 25600 51200
5 51200 | 51200 51200
25600 51200 51200
6 25600 25600 51200
51200 25600 102400
7 51200 25600 51200
51200 25600 51200
8 51200 51200 51200
51200 25600 51200
9 51200 25600 51200
25600 25600 51200
10 51200 51200 51200
51200 51200 51200
11 25600 25600 51200
51200 25600 51200
12 51200 25600 51200
51200 25600 51200

Debido a que la distribucion de los datos es logaritmica normal, todos los calculos se realizan en
logaritmos.
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s  Anilisis estadistico 0

La precision del método se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos
tabla 14.

La homogeneidad de las varianzas intragrupos se verifica mediante la prueba de Cochran. Al
adquirir la homogeneidad, se calculan los parametros de repetibilidad y precision intermedia.

La media general es 4,617, es decir, 41427 CPU/ug de proteinas, en notacion aritmética.
La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de los 3 grupos son homogéneas.

Las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia, y el intervalo de confianza del 95 %
para 1 serie (4 mediciones: 2 ensayos independientes con 2 mediciones por ensayo) realizados
habitualmente se presentan en la tabla 15.

Tabla 15: Precision, caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia

Caracteristicas Varianza Desviacién Intervalo de confianza del 95 %
estandar
Caracteristicas de repetibilidad 0,014228 0,119 /
Caracteristicas de precisién intermedia 0,029577 0,172 + 0,274
es decir, x/+ 1,88 en notacidn aritmética

Debido a que los intervalos de confianza del 95 % de la precision intermedia son menores que x/+
2, el método es preciso.

Conclusion
El método es lineal en el rango: [4000 - 1462000] CPU/ug de proteinas.

La exactitud se prueba en el mismo rango con una recuperacion promedio del 148 % para el nivel
0,05 ng/ mL y del 75 % para los niveles 0,8 y 3,2 pg/mL.

El método es preciso, ya que el intervalo de confianza de la precisién intermedia es x/+ 1,88 para
una serie realizada habitualmente.

El método es valido para medir la actividad de agrupamiento en las células CHO en la etapa de
toxina pertusica purificada nativa.

3.3.2.2 Validacién en la FHA purificada nativa y en el toxoide pertisico purificado en
solucidén

Panorama

Debido a que el procedimiento es una prueba de limites, la (inica caracteristica estudiada fue el
limite de deteccidn. La especificidad no se estudia debido a que la capacidad de formacion de
agrupamientos se describe como una propiedad especifica en la Ph, Eur. monografia n.° 1356
" Pertussis vaccine - acellular, component, adsorbed”.

En la tabla 16, se suministra un resumen de validacion.
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Tabla 16: Actividad de agrupamiento en células CHO en la FHA purificada nativaly £} {;a
toxoide pertisico purificado en solucion, resumen de validacion RUAN

Caracteristicas Criterto de aceptacidén Resultades
Limite de deteceién Ultima dilucién que demuestra algunos Etapa de FHA purificada nativa:
agrupamientos | Limite de detectién = 0,005 pg/mL

Etapa de toxoide pertdsico purificado
en solucidn:

Limite de deteccién = 0,00125 ug/mL

Limite de deteccidn

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores realizaron , de manera independiente, 3
ensayos con 2 mediciones independientes, en 3 dias diferentes. Cada ensayo consiste en agregar 4
cantidades desconocidas de toxina a una cantidad fija de FHA o de toxoide pertusico.

Los datos analizados son los altimos pociilos positivos que muestran alglin agrupamiento. Los
datos obtenidos se presentan en la tabla 17 para la FHA purificada nativa y en la tabla 18 para el
toxoide pertisico purificado en solucion.

Tabla 17: Datos sin procesar en la etapa de la FHA purificada nativa

Grupo Medida 1 Medida 2

FHA purificada nativa a Grupo 1 7 7
razon de 200 pg/mL

adicionada con 0,02 pg/mL Grupo 2 6 /
de toxina Grupo 3 6 6
FHA purificada nativa a Grupo 1 / 5
razén de 200 pg/mL

adicionada con 0,005 pg/mL Grupo 2 3 /
de toxina Grupo 3 5 5
FHA purificada nativa a Grupo 1 / /
razén de 200 ug/mL Grupo 2 7 /
adicionada con

0,00125 pg/mL de toxina Grupo 3 / /
FHA purificada nativa a Grupo 1 ! /
razén de 200 pg/ml, Grupo 2 / /
adicionada con

0,0003125 ug/mL de toxina Grupo 3 / /

El limite de deteccidon se define como la cantidad mas baja que muestra algunos agrupamientos.

Para cada grupo:
¢ para el agregado de 0,005 pg/mL, se observan agrupamientos,
¢ para el agregado de 0,00125 pg/mlL, no se observa agrupamiento.
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purificado a razén de

100 pg/mL adicionado con | CroP° 2

Tabla 18: Datos sin procesar en la etapa de toxoide pertisico purificado {\‘ ¢
A
) AT
Grupo Medida 1 Medida

Toxoide pertdsico Grupo 1 7 G
purificado a razdn de
100 ug/mL adicionado con  |oP0 2 ! 6
0,02 pg/ml. de toxina Grupo 3 6 6
Toxeide pertisico Grupo 1 6 5
purificado a razoén de
100 pg/mL adicionado con |0 P0 2 > :
con 0,005 pg/mL de toxina Grupo 3 4 5
Toxoide pertisico Grupo 1 3 3
purificado a razon de 3
100 pg/mL adicionado con Grupo 2 2
0,00125 pg/mL de toxina Grupo 3 2 2
Toxoide pertiisico Grupo 1 / !

/ /

/ /

0,0003125 pg/mL de toxina Grupo 3

Para cada grupo:
o para el agregado de 0,00125 pg/mL, se observan agrupamientos,
e para el agregado de 0,0003125 pg/mL, no se observa agrupamiento.

Conclusion

El limite de deteccion (DL) se establece en: DL = 0,005 pug/ mL para la FHA purificada nativa y
en DL = 0,00125 png/ mL para el toxoide pertisico purificado en solucion,

El método es vélido para medir la actividad de agrupamiento en las células CHO en la etapa de
toxina pertdsica purificada nativa y en la etapa de toxoide pertiisico purificado en solucién.

3.3.3  Actividad de hemaglutinacion

3.3.3.1 Panorama

El método de control de la actividad de hemaglutinacién permite cuantificar los antigenos que
componen la vacuna acelular contra la tos ferina gracias a las propiedades de hemaglutinacién
frente a globulos rojos del ganso.

Debido a que el método es un ensayo semicuantitativo, las caracteristicas estudiadas son la
especificidad, la linealidad, la exactitud y la precision.

Los resultados de la validacitn se resumen en la tabla 19.
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Tabla 19: Actividad de hemaglutinacién, resumen de validacion (

Caracteristicas Criterios de aceptacién Resultados

En presencia y ausencia de colesterol, el | Para todos los ensayos: el porcentaje de
porcentaje de inhibicién debe ser inhibicién es

< 20 % para la etapa de toxina pertiisica ~ | <20 % para la etapa de toxina pertisica
purificada nativa purificada nativa

v = 80 % para la etapa de FHA purificada | y = 80 % para la etapa de FHA

nativa. purificada nativa.

Especificidad

Toxina pertisica purificada nativa:
Plineaticad < 0,0001

=.0,214 + 1,027-X
Donde X = actividad de
hemaglutinacion tedrica (Jlog UHA/mg
de proteina) e Y = actividad de

hemaglutinacion medida (log UHA/mg
de proteinas).

R*=0,9473
Rango de linealidad: [ 3,46 ; 5,17]

es decir, [ 2 874 ; 146 227 | UHA/mg
de proteinas

Plineai <0,01
Linealidad fnelided
FHA purificada nativa:

Pligeaticas < 0,0001

Y =-1,436+1,232. X

Donde X = actividad de
hemaglutinacion tedrica (log UHA/mg
de proteina) e Y = actividad de

hemaglutinacién medida (log UHA/mg
de proteinas).

R?=10,8840
Rango de linealidad: [ 4,74 ; 6,83]

es decir, [ 54 795; 6 757 202] UHA/mg
de proteinas
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Caracteristicas

Criterios de aceptacion

Resultados D O i&(hf

Exactitud

El porcentaje de recuperacién promedio
calculado para los niveles de
concentracion tedrica previstos se debe
incluir entre el 50 % y el 200 %.

— A"/
Toxina pertisica purificada nativa: % m@\’?

Todos los porcentajes de recuperacién
se incluyen entre el 50 % y €1 200 %:

Nivel de dilucion

Porcentaje de
recuperacioén (%)

1.2

72

1:5

78

1:12

83

FHA purificada nativa:

Todos los porcentajes de recuperacion
se incluyen entre el 50 % y el 200 %:

Nivel de dilucién

Porcentaje de
recuperacién (%)

1:2

117

1:5

78

1:8

67

Precision

La diferencia entre el minimo y el
maximo de los resultados debe ser< 2
clipulas positivas (2 diluciones de razén
2)

Toxina pertisica purificada nativa:
Minimo: 51 138 UHA/mg de proteinas,
es decir, 7 ctipulas positivas.

Méximo: 153 414 UHA/mg de
proteinas, es decir, 9 clpulas positivas.
Diferencia maximo — minimo =2
cOpulas positivas,

FHA purificada nativa:

Minimo: 512 195 UHA/mg de
proteinas, es decir, 8 cipulas positivas,
Méximo: 2 048 780 UHA/mg de
proteinas, es decir, 10 cipulas positivas.
Diferencia maximo — minimo =2
clipulas positivas.

3.3.3.2

Especificidad

Para la toxina pertusica purificada nativa y la FHA purificada nativa, el disefio experimental fue ¢l
siguiente: 3 operadores realizaron 3 series separadas en dias diferentes. Cada serie incluyo6 el
ensayo de un rango de 4 concentraciones de hemaglutinina (3 diluidas en I sin diluir: lotes
FA334436 para la toxina pertisica purificada nativa y FA348081 para la FHA purificada nativa
del principio activo vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes).

Nota: Los lotes utilizados para el estudio de linealidad son representativos de la produccion.

La especificidad consiste en el siguiente paso:
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Para todos los ensayos realizados en los estudios de linealidad y exactitud: en presencia y
ausencia de colesterol, el porcentaje de inhibicion debe ser <20 % para la etapa de tox{ge
2 80 % para la etapa de FHA. Los resultados se suministran en la tabla 20.

Tabla 20: Especificidad, porcentaje de inhibicién para la PT purificada nativa y para la
FHA purificada nativa (%)

Dilucién Inhibicién de la PT (%) [nhibicién de la FHA (%)
Grupo 1 n INv* 98
111 NV 98
172 0 99
172 0 99
1/5 0 98
1/s 0 97
1/8 (FHA) 0 98
1712 (PT)
1/8 (FHA) 0 98
1/12 (PT)
Grupao 2 111 0 98
11 0 98
12 0 98
1/2 0 98
1/5 0 98
1/5 0 g7
1/8 (FHA) 0 %4
1/12 (PT)
1/8 (FHA) 0 94
1/12 (PT)
Grupo 3 /1 0 97
1/1 0 97
12 0 94
172 0 94
175 ¢ %4
1/5 0 38
1/8 (FHA) 0 88
1712 (PT)
1/8 (FHA) , 0 88
1112 (PT)
* INV = Valor invalido
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Conclusion: 0 % ;

Para todos los ensayos: el porcentaje de inhibicién es <20 % para la etapa de PT y 2 80 %
etapa de FHA.

Por lo tanto, el método es especifico.
3.3.3.3 Linealidad

Para la PT purificada nativa y para la FHA purificada nativa, el disefio experimental fue ¢l
siguiente: 3 operadores realizaron 3 series separadas, en dias diferentes. Cada serie incluy® el
ensayo de un intervalo de 4 concentraciones de hemaglutinina (3 diluidas y 1 sin diluir: lotes
FA334436 para la PT purificada nativa y FA348081 para la FHA purificada nativa del principio
activo vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes). En cada concentracion, se
realizaron 2 mediciones.

Nota: Los lotes utilizados para el estudio de linealidad son representativos de la produccién.

" Para la PT purificada nativa

¢ Resultados analiticos

Los datos analizados son la concentracién de la hemagiutinina presente en la PT, expresada en
UHA/mg de proteinas.

En la tabla 21, se resumen los resultados del estudio.

La concentracion promedio de la hemaglutinina de la muestra sin diluir (nivel 0) equivale a
88 574 UHA/mg de proteinas (media geométrica de las 3 series).

Por lo tanto, la concentracion tedrica prevista de hemaglutinina en la muestra de PT se calcula de
la siguiente manera:

concentracion tedrica prevista (UHA/mg de proteinas) =
(Concentracion de hemaglutinina en el nivel 0) x (dilucion).

Tabla 21: Linealidad; PT purificada nativa, concentraciones medidas en comparacion con
las concentraciones tedricas previstas (UHA/mg de proteinas)

Concentracién tedrica Concentracion medida
A :
Nivel prevista UHA/mg de (UHA/mg de proteinas)
proteinas Serie 1 Serie 2 Serie 3
INV* 102 276 76 707
0 88 574
INV* 102 276 76 707
-1 38354 25 569 25 569
44 287
(dilucién 1:2) 51138 25 569 253569
-2 19 177 12785 12 783
17 715
(dilucion 1:5) 12 785 12 785 12 785
3 7381 6392 6392 6392
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| (ilucén 1:12) | 6302 | 6392
INV*: valor invélido

Nota: Todos los ensayos se basan en 2 mediciones independientes.

Debido a que 1a concentracién promedio de hemoglutinina en el nivel 0 se utiliza para calcular las
concentraciones tedricas previstas, este nivel no se incluye en los calculos de exactitud.

Por lo tanto, la lincalidad se estudia en 4 niveles de concentracidn y la exactitud se estudia en 3
niveles de concentracion.

o  Analisis estadistico

La [inealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos presentados en la tabla 21.

La homogeneidad de las varianzas limite se verifica mediante la prueba de Cochran. La
dependencia entre la concentracidn tedrica prevista de hemaglutinina y la concentracion medida
de hemaglutinina, y la linealidad de esta relacion se prueban mediante una regresion lineal no
ponderada utilizando el método de minimos cuadrados. Se debe mostrar una pendiente
significativa.

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas son homogéneas.

Existe una dependencia lineal entre la concentracidn tedrica prevista y la concentracién medida
{vea la tabla 22).

Tabla 22: Linealidad; PT purificada nativa, ecuacién de la recta de regresion

Ecuacién de la recta de regresién Coeficiente de Rango de linealidad en
determinacion UHA/mg de proteinas
Y =(-0,214 £0,497) + (1,027 £ 0,113). X R?=10,9473 [2 874, 146 227]

donde: X= concentracion tedrica en hemaglutinina (log(UHA/mg de proteinas))
Y = concentracion medida en hemaglutinina {log(UHA/mg de protefnas))

Plincalidad <0,0001
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Figura 2: Actividad de hemaglutinacién de la etapa de PT purificada nativa, gra‘ﬁco
linealidad
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El método es lineal en el rango [2 874 ; 146 227] UHA/mg de proteinas.

Se cumplen todos los criterios de aceptacion; por lo tanto, el método es lineal.
Para la FHA purificada nativa '

* Resultados analiticos

El dato analizado es la concentracion de hemaglutinina presente en la FHA, expresada en
UHA/mg de proteinas.

En la tabla 23, se resumen los resultados del estudio.

La concentracion promedio de hemaglutinina de la muestra sin diluir {nivel 0) equivale a
2 048 780 UHA/mg de proteinas (media geométrica de las 3 series).

Por lo tanto, la concentracion terica prevista de hemaglutinina presente en la muestra de FHA se
calcula de la siguiente manera:

concentracion tedrica prevista (UHA/mg de protefnas) =
(Concentracidn de hemaglutinina en el nivel 0) x (dilucion).

Tabla 23: Linealidad; FHA purificada nativa, concentraciones medidas en comparacmn con
las concentraciones tedricas previstas (UHA/mg de protemas)

Concentracién tebrica Concentracion medida
1) raci (=gt :
Nivel prevista UHA/mg de (UHA/mg de proteinas)
tel
profefas Serie L Serie 2 Serie 3

2048 780 2048 780 2048 780
[ 2048 780

2048 780 2048 780 2048 780
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Founy
N /'\f e

R 024390 2 048 780 1024 390 512 195‘“’%(..-..,5,3 ; )
(dilueion 1:2) 2048 780 1024 390 512195 7 /W 0{9
2 512 195 384 146 256098 ~ENTRD

409 756
(dilucién 1:5) 256 098 256 098 256 098
-3 256 098 128 049 128 049

256 098
(dilucién 1:8) 256 098 i28 049 128 049

Nota: Todos los ensayos se basan en 2 mediciones independientes.

Debido a que la concentracion promedio de hemoglutinina en ¢l nivel 0 se utiliza para calcular las
concentraciones tebricas previstas, este nivel no se incluye en los célculos de exactitud.

Por lo tanto, la linealidad se estudia en 4 niveles de concentracion y la exactitud se estudia en 3
niveles de concentracion.

»  Analisis estadistico

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos presentados en la tabla 23.

La homogeneidad de las varianzas limite se verifica mediante la prueba de Cochran. La
dependencia entre la concentracion tedrica prevista de hemaglutinina y la concentracion medida
de hemaglutinina, y la linealidad de esta relacién se prueban mediante una regresion lineal no
ponderada utilizando el método de minimos cuadrados. Se debe mostrar una pendiente
significativa.

La prueba de Cochran utilizada para estudiar la homogeneidad de las varianzas se basa en el
limite de significancia. Probablemente, esto se deba a la presencia de una varianza equivalente a O
(nivel 0). Por lo tanto, esta pequefia heterocedasticidad es aceptable,

Existe una dependencia lineal entre la concentracidn tedrica prevista y la concentracion medida
(vea la tabla 24).

Tabla 24: Linealidad; FHA purificada nativa, Ecuacién de la recta de regresion

Ecuacién de la recta de regresion Coeficiente de Rango de linealidad en
determinacion UHA/mg de proteinas
Y =(-1,436 + 1,154 ) + (1,232 £ 0,197)X R2=10,8840 [54795;6757202]

donde: X= concentracion tedrica en hemaglutinina (log(UHA/mg de proteinas))
Y = concentracion medida en hemaglutinina (log{(UHA/mg de proteinas))

Plineatidaa  <0,0001
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Figura 3: Actividad de hemaglutinacién en la etapa de FHA purificada nativa, grifi
linealidad ' : Wb
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El método es lineal por arriba del rango [ 54 795 ; 6 757 202 ) UHA/mg de proteinas.

Se cumplen todos los criterios de aceptacion; por lo tanto, el método es lineal.
3.3.3.4 Exactitud

Para la PT purificada nativa y para la FHA purificada nativa, el disefio experimental fue el
siguiente: 3 operadores realizaron 3 series separadas, en dias diferentes, Cada serie incluyé el
ensayo de un rango de 4 concentraciones de hemaglutinina (3 diluidas ¥ 1 sin diluir: lotes
FA334436 para la PT purificada nativa y FA348081 para la FHA purificada nativa del principio
activo vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes). En cada concentracion, se
realizaron 2 mediciones.

Nota: Los lotes utilizados para el estudio de linealidad son representativos de la produccién.
Para la PT purificada nativa
* Resultados analiticos

El dato analizado es la concentracién de hemaglutinina, expresada en UHA/mg de protefnas. El
nivel 0 se elimina del anélisis, ya que se utiliza para calcular las concentraciones tedricas.

En la tabla 21, se resumen los resultados del estudio.
*  Analisis estadistico
La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos de la tabla 21,

El porcentaje de recuperacion se calcula para cada nivel de concentracion tedrica prevista y para
cada grupo (vea la tabla 25). La homogeneidad de ias varianzas intraniveles se verifica mediante
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