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Tabla 34: Especificidad, FHA purificada en solucién en comparacion con el limite inferior
de Ia curva de calibracién (DO)

Dia Placa Limite inferior de la curva Concentraciones de FHA Media de la DO
de calibracion (ug/ mL)

1 1 0,006
0,359 0,5 0,003

0,25 0,005
1 -0,002

0,586 0,5 -0,005
0,25 0,004

1 0,002

0,579 0,5 0,001

0,25 0,001

1 0,007

0,577 0,5 0,004

¢,25 0,003

I 0,006

0,657 0,5 -0,001
0,25 -0,002

1 0,005

0,611 0,5 0,003

0,25 0,003

2 1 0,004
0,382 0,5 -0,003
0,25 -0,005

1 0,008

0,326 0,5 0,008

0,25 0,008

1 0,009

0,341 0,5 0,000

0,25 0,006

1 0,007

0,354 0,5 0,005

0,25 0,008

1 0,010

0,331 0,5 0,005

0,25 0,003

1 0,010

0,344 0,5 0,005

0,25 0,004

3 l 0,007
6,520 0,5 0,003
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) M
£
Placa Limite inferior de la curva | Cesncentraciones de FHA Media d%{@ %’-‘Q v
de calibracién (ng/ mL) A _—

0,25 0,002 7 Ay |
1 0,010

0,493 0,5 0,004
0,25 0,003
1 0,009

0,451 0,5 0,003
0,25 0,004
1 0,007

0,502 0,5 0,004
0,25 0,004
1 0,014

0,578 0,5 0,006
0,25 0,007
1 0,013

0,572 0,5 0,008
0,25 0,006

Las respuestas en dens
respuestas en densidad 6ptica obteni
Debido a que la FHA no se puede de
cuantificar el toxoide en solucion.

Linealidad

El disefio experimental fue el siguient
diferentes. Cada serie incluyé el ensay

e Resultados analiticos

idad optica obtenidas para el antigeno de la FHA son menores que las
das para la concentracion mds baja de la curva de calibracion.
tectar en condiciones operativas, el método es especifico para

e: 3 operadores realizaron 3 series separadas, en 3 dias
o de un rango de 6 diluciones dobles de solucion de PTxd.

El dato sometido a analisis es la concentracion del antigeno de PTxd, expresada en UE/L.
En la tabla 35, se resumen los resultados del estudio.

Tabla 35: Linealidad, titulo antigénico medido de la vacuna diluida (UE/L)

Diluciones Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1/3808 1,084 1,048 -
174904 2,378 1,935 2,054
1/952 4,526 3,990 3,869
1/476 9,366 9,132 8,585
1/238 17,787 19,068 18,477
17118 - 31,933 34,420

Nota: Estos titulos fueron calculados

a partir del promedio de 6 determinaciones.

No obstante, para las diluciones 1/119 y 1/3808, algunos resultados no estaban disponibles (DO

fuera del rango estdandar): las medias

también se calcularon a partir de todos los resultados

e |

RA_0302073

Informacion confidencial/propi
Pagina 50 de 89- .

ROXMIA

APODERATIO
SANOFI PASTEUR S.A.

NTEMILONE CHRISTIAN DOM NGUEZ







sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2.4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Control de los pasos criticos

e intermedios

disponibles; no se pudieron calcular las medias para el grupo 1, dilucién 1/119 ni parq\el <7,
3, dilucion 1/3808. "

e  Analisis estadistico

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos:, aplicados' alos
datos presentados en la tabla 35.

La homogeneidad de las varianzas limite se verifica mediante la prueba de Cochran. La
dependencia entre la dilucion teérica y las concentraciones medidas, 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 y un desviacién no significativa de la
linealidad.

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

El anélisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente y el ajuste correcto de la
regresion lineal. Existe una dependencia lineal entre las diluciones tedricas (log) y las
concentraciones medidas (log).

La ecuacion de la recta de regresion es:

Y =(3,653 = 0,101)+ (1,014 = 0,035)X

donde:
o X =dilucion tedrica en log
e Y =concentracidn medida en log
¢ coeficiente de la correlacidn lineal: r=0,9981 con 14 grados de libertad
¢ Rango de linealidad: [0,91 — 40,90] UE/L
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Figura 4: Titulacion del PTxd por el método ELISA, grafico de linealidad
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El método es lineal en el rango [0,91 a 40,90] UE/L 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 realizaron 3 series separadas, en 3 dias
diferentes. Cada serie incluyé el ensayo de un rango de 6 diluciones binarias de solucidn de PTxd.

e  Resultados analiticos

El dato sometido a analisis es la concentracion del antigeno de PTxd, expresada en UE/L.

Se calculé la proporcidn entre el titulo antigénico de acuerdo con las diferentes diluciones y el
titulo de la vacuna diluida 1/238. Al expresar esa proporcidn en comparacidn con el factor de
concentracion teérica previsto, se obtuvo el porcentaje de recuperacion.

Los resultados se suministran en la tabla 36.
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Tabla 36: Exactitud, factor de concentracién calculado a partir del ensayo

Factor de concentracion Grupo 1 Grupo 2
tebrica
0,0625 0,0609 0,0550 -
0,1250 0,1337 0,1615 0,1112
0,2500 0.2545 0,2093 0,2094
0.5000 0,5266 0,4789 0,4646
2,0000 - 1,6747 1,8628

»  Analisis estadistico

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos presentados en la
tabla 36.

El porcentaje de recuperacion se calcula para cada nivel de concentracién tedrica prevista y para
cada grupo. La homogeneidad de las varianzas intraniveles se verifica mediante la prueba de
Cochran. Cuando se adquiere la homogeneidad, la no significancia de las diferencias entre los
niveles de concentracién tedrica mediante un andlisis de varianza, Cuando se comprueba la
igualdad de las medias interniveles, el porcentaje de recuperacién promedio global se calcula con
los limites de confianza del 95 %.

El porcentaje de recuperacién promedio se debe encontrar entre el 85 % yel 115 %.

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de los cinco niveles de titulacion tedrica
prevista son homogéneas.

El analisis de varianza permite concluir la igualdad de las medias interniveles.

El.porcentaje de recuperacion promedio y sus limites de confianza del 95 % se presentan en la
tabla 37.

Tabla 37: Exactitud, porcentaje de recuperacién promedio y limite de confianza del 95 %

Porcentaje de recuperacion Limites de confianza del 95 %

92,52% [87,32% - 97,71 %]

Debido a que el porcentaje de recuperacién promedio global se encuentra entre el 85 % y el

115 %, el método es exacto.

Precision

El disefio experimental fue el siguiente:

Se realizaron 3 series bajo condiciones de precision intermedia: 3 operadores {levaron a cabo los
ensayos fueron Ilevados a cabo, de manera independiente, utilizando el mismo método, en una

muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, en 3 dias diferentes. Para la repetibilidad,
en cada serie, el mismo operador realiz6 6 ensayos, de manera independiente, utilizando el mismo
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método, en una muestra primaria homogénea, en ¢l mismo laboratorio, con el mismo eqqu
mismo dia. {

o Resultados analiticos

El dato sometido a analisis es la concentracion del antigeno de PTxd, expresada en UE/mg de
proteinas (vea la tabla 38).

Tabla 38: Precision, concentraciones del antigeno PTxd (UE/mg)

Serie 1 Serie 2 Serie 3
36,52 38,45 34,60
36,01 33,17 34,62
37,71 33,96 34,46
37,75 32,80 34,31
33,98 31,61 32,66
38,61 34,04 132,52

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

e  Analisis estadistico

La homogeneidad de las varianzas intragrupos se verifica mediante la prueba de Cochran que se
aplica a los datos de la tabla 38. Al adquirir la homogeneidad, se calculan los parametros de
repetibilidad y precision intermedia.

La media general es 1,542, que en forma aritmética equivale a: 34,82 UE/mg de proteinas.
La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas,

Las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia se muestran en la tabla 39,

Tabla 39: Precision, caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia

. Coeficiente de Desviacidn Intervalos de confianza del 95 %
Caracteristicas .. . _ —
variacidn estindar con k=1 y n=1
Caracteristicas de repetibilidad 1,40 % 0,022
s PP . 1,83 % 0,028 = 0,059 que equivale a x/+ 1,15 en
Caracteristicas de precisién intermedia forma aritmética

Debido a que el coeficiente de variacion de la precisidn intermedia es < 10%, el método es
preciso.

Conclusion

El método es especifico.
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El método es lineal en el rango: [ 0,91 a 40,90 ] UE/mL, en una escala log-log.
La exactitud se comprueba en el mismo rango, con una recuperacion promedio del 93 % A0 &

El método es preciso:

¢ elintervalo de confianza de la precision intermedia es x/+ 1,15 para 1 serie con 1 medicion;
¢ lamedia general es 34,82 UE/mg de proteinas.

El método ELISA es valido para medir e! PTxd en la vacuna contra las tos ferina, acelular, de dos
componentes (FHA-PTxd) en la etapa de PTxd purificado en solucidn.

3.3.4.2 Validacidon en Ia etapa de FHA purificada en solucion

Panorama

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

En la tabla 40, se proporciona un resumen de validacion.

Tabla 40: Titulacién de la FHA por el método ELISA en la etapa de FHA purificada en
solucion, Resumen de validacion

Caracteristicas Criterios de aceptacion Resultados

Especificidad La especificidad se establecerd si el .
antigeno de la FHA se detectacn la  [E} antigeno de la FHA se detecta en la FHA purificada en solucion.

FHA purificada en solucién y si no se [Ef antigeno de la FHA no se detecta en el toxoide pertisico purificado

detecta en el toxoide pertdsico len solucion. .
purificado en solucién.
[Linealidad Plinealidaa < 0,01 Plineatidzed < 0,0001
Pratta de ajuste > 0,05 Pror  =0,18
de lo conirario, la curvatura debe ser
insignificante)

Y =-0,018+0,961. X

Donde X = coneentracion tedrica prevista del antigeno de FHA
log[UE/mL]) ¢ Y = concentracién medida dei antigeno de FHA

(log[UE/mL])).

R*=(,9587

Rango de linealidad:

[ 30 - 540 } UE/mL

[Exactitud El porcentaje de recuperacion El porcentaje de recuperacién promedio global y sus limites de
promedio calculado para los niveles leonfianza del 95 % son los siguientes:

de concentracion tedrica previstos se |, o o

debe encontrar entre el 70 %y el 80% [71% - 88%]

130 %
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Precisién El intervalo de confianza del 95 % de |Media general:
la precisién intermedia debe ser — ﬂ
menor o igual que x/; 1,7 m =2,317 ; forma aritmética: 210 UE/mg
La desvigcic’m estandar relativa de la repetibilidad y de la precisiB% o
intermedia es respectivamente: S

8,4% y 24,4%

Intervalo de confianza del 95 % de la precisin intermedia para 1 serie
con 1 medicidn:

H: 0,220 que equivale a x/+ 1,66 en forma aritmética

Especificidad

El disefio experimental fue el siguiente: 1 operador realiza una prueba de titulacion de la FHA por
el método ELISA en el toxoide pertusico purificado en solucién. Esta muestra se analiza como si
fuera FHA en solucién.

Los resultados analiticos se proporcionan en la tabla 41.

Tabla 41: Especificidad, PTxd purificado en solucion en comparacion con el primer punto
del rango (DO)

Densidad éptica DO reducida por medio de obturadores
Media de los testigos 1.*" punto del rango PT en solucién (5 diluciones}
0,073 0,233 0,009 0,007
0,231 -0,005 -0,008
-0,004 -0,005
-0,008 -0,006
-0,007 -0,002

Nota: se considera que el antigeno de la FHA no se detecta en una muestra determinada si la
respuesta de la muestra a la dilucién de rutina es menor que el primer punto del rango.

El antigeno de la FHA se detecta en la FHA purificada en solucidn.
El antigeno de la FHA no se detecta en anatoxina pertlisica en solucion.
Por lo tanto, el método es especifico para la deteccion del antigeno de la FHA.

Linealidad

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores realizaron 3 series separadas, en dias
diferentes. Cada serie incluyd el ensayo de un rango de 5 concentraciones del antigeno de la FHA,
presente en la vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd), en la etapa
de FHA purificada en solucion. Una muestra se concentra en FHA (muestra adyuvada) y se diluye
de acuerdo con el método actual.

+ Resultados analiticos

El dato sometido a andlisis es la concentracion del antigeno de FHA, expresada en UE/mL.
En la tabla 42, se resumen los resultados del estudio.
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AN,

Tabla 42: Linealidad, concentraciones medidas en comparacion con las concentracmbe .FO'-"
teéricas previstas (UE/mL)
r’ b/ 0&

. 23
Muestra Adicién Dlhtlzen- concentracién medida
Concentra-
¢ c Nivel | Dilucién ¢ion tedrica
oncentra- | yoimen ONCENtra- | v otumen | Volumen prevista . \ .
cién (uL) cién (L) (uL) Serie I | Serie2 |- Serie3
(EU/mg) n (EU/mL) » »
+5 141 434,96 INV 338,01 | 279,60
+4 1/2 217,48 233,44 | 180,18 [ 164,22
207,53 100 157,801 170 730 +3 1/4 108,_74 90,21 77,93 66,74
+2 1/8 54,37 48,68 48,58 41,27
+1 1/16 27,18 32,13 34,02 30,15

INV: Valor invalido

Debido a que la distribucion de los datos es log-normal, todos los calculos se realizan en
logaritmos.

La concentracién promedio del antigeno de la FHA de la vacuna sin diluir es la media geométrica

de la precisién (= 207,55 UE/mg). Por lo tanto, la concentracién tedrica prevista del antigeno de la
FHA de [a muestra se calcula de la siguiente manera:

Concentracion tedrica pravista =

((cancentracién de la muestrasin diluir (UE/mg) x titolo de la proteina (mg.’mL]) x volumen de la muestra sin dilur (u]'..)) + (concentracion de la adicidn (UE/ml.) = volumen de Ia adicién (uL.))

» 10 x difucién
volumen de la muestra sin diluic (uL) + volumen de la adicién (uL) + volumen del diluyente (L)

donde:
Titulo de Ia proteina = 0,80317 mg/mL
s Anélisis estadistico

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos presentados en la tabla 42.

La homogeneidad de las varianzas vinculadas se verifica mediante la prueba de Cochran. La
dependencia entre la concentracién teérica prevista del antigeno de la FHA y la concentracién
medida del antigeno de la FHA, 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 y una desviacién no significativa de la linealidad.

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

El analisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente pero no ¢l ajuste correcto
de la regresion lineal, '

En el intervalo de concentracion tedrica de 54,37 UE/mL a 434,96 UE/mL, la prueba de Cochran
muestra que las varianzas de las 3 series son homogéneas. El anélisis de varianza permite concluir
la significancia de la pendiente y el ajuste correcto de la regresidn lineal.
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Existe una dependencia lineal entre las concentraciones tedricas (log) v las concentraciones ?_N M,,,

medidas (log).

Tabla 43: Linealidad, ecuacién de la recta de regresion

g mr

Ecuacion de la recta de regresion

Cocficiente de
determinacion (R?)

Rango de linealidad en
UE/mL

Y =(-0,018 + 0,326) + (0,961 + 0,150)-X

0,9587

27,31 - 535,89]

donde: X= concentracion tedrica (log{ UE/mL])
Y = concentracidén medida (log[UE/ mL])

Piinealidad

Proe

<(,0001
=0,18

Figura 5: Titulacién de 1a FHA por el método ELISA, grifico de linealidad (en el intervalo
de la concentracién teérica de 54,37 UE/mL a 434,96 UE/mL)

meamswd cotcaitration {og {EU/mi})
¥ w
A
\\\
X
AN
~,

17 13 19 20 2 2 23

Bacralical eencaniration log (ELEm))

e Shraight regres

sgion fing ¥ = 008 + 0881 X

El método es lineal en el rango [ 27,31 - 535,89 | UE/mL. Se cumplen todos los criterios de

aceptacion; por lo tanto, el método es lineal.

Exactitud

El disefio experimental fue el siguiente: 3 operadores llevaron a cabo 3 series separadas en dias
diferentes. Cada serie incluyd el ensayo de un rango de 5 concentraciones del antigeno de la FHA,
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en la vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd), en la etapa de FHA
purificada en solucion. Una muestra se concentra sélidamente en FHA {muestra de adyuvada) y éb*M.f,l
diluye de acuerdo con el método actual. )

¢ Resultados analiticos i

El dato sometido a andlisis es la concentracion del antigeno de FHA, expresada en UE/ml.. nwo'*
Los resultados se proporcionan en la tabla 42.

Debido a que el estudio de linealidad se realiza en el intervalo de concentracion tedrica de
54,37 UE/mL a 434,96 UE/mL, el estudio de exactitud se realiza en el mismo rango.

Por lo tanto, la exactitud se estudia en 4 niveles de concentracidn.
o  Andlisis estadistico

La exactitud se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los datos presentados en la
tabla 42.

El porcentaje de recuperacidn se calcula para cada nivel de concentracion tedrica prevista y para
cada grupo (vea la tabla 44). La homogeneidad de las varianzas intraniveles se verifica mediante
la prueba de Cochran. Cuando se adquiere la homogeneidad, la no significancia de las diferencias
entre los niveles de concentracion teérica se comprueba con un andlisis de varianza. Cuando se
comprueba la igualdad de las medias interniveles, el porcentaje de recuperacion promedio global
se calcula con los limites de confianza del 95 %.

El porcentaje de recuperacion promedio se debe encontrar entre el 70 % y el 130 %.

Tabla 44: Exactitud, porcentaje de recuperacion promedio por concentracion

Nivel de concentracién tedrica (UE/mL) Porcentaje de recuperacion promedio
54,37 85 %
108,74 72%
217,48 89 %
434,96 1%

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de titulacion tedrica prevista son
homogéneas.

El andlisis de varianza permite concluir Ja igualdad de las medias interniveles.

El porcentaje de recuperacion promedio global y sus limites de confianza del 95 % se presentan
en la tabla 45.

N

Tabla 45: Exactitud, porcentaje de recuperacion promedio global y limites de confianza del
95 %

Porcentaje de recuperacién Limites de confianza del 95 %

30 % [ 71%- 88%)]
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