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e Siembra en células Vero.
s 2 amplificaciones.

¢ Siembraen Lab-Teks.

« Fijacién/tincion.
s Lectura,
Las diluciones de las cepas de Mycoplasma se llevaron a cabo en el producto por analizar.
Se utilizaron las siguientes cepas de Mycoplasma:
o  Mycoplasma orale: BRP YO000691 R3 del 3 de mayo de 2007.
o Mycoplasma hyorhinis: ATCC 29052 R3 del 24 de mayo de 2007.

3.3.1.5.2 Resultado

Los resultados para cada cepa de Mycoplasma se presentan en las siguientes tablas.

Tabla 33: Tincion de Hoechst: Mycoplasma orale

Mycoplasma orale Producto Control negativo En ;:s;zti;dd En l;:?::::s del
FA273636 Negativo Negativo Positivo. Positive.
FA274136 Negativo. Negativo Positivo. Positive.
FA275633 Negativo. Negativo Positivo. Positivo.

Tabla 34: Tincion de Hoechst: Mycoplasma hyorhinis

Myceplasma hyorhinis Producto Controel negativo En ;ll'lssrlll‘::i::) del En I;I;_Zs::;i: del
FA273636 Negativo. Negativo Positivo, Positivo.
FA274136 Negativo. Negative Positivo. Positivo,
FA275633 Negativo. Negativo Positivo, Positivo.

— 3.3.1.5.3 Conclusion

s Para Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma orale, se obtuvieron resultados positivos para la
tincion de Hoechst en presencia y en ausencia del producto. Ademés, ninguna de las
tinciones de controles necgativos y productos de prueba demostré la presencia de
Mycoplasmas.

e Las pruebas realizadas en ambas cepas de Mycoplasma (M. hyorhinis, M. orale) y en las tres
cepas de vacuna antipoliomielitica inactivada (IPV) no mostraron ningiin efecto de la matriz.
Segun los requisitos normativos, la validacién por el método de epifluorescencia ha
demostrado que no existe ningun efecto de la matriz para estas dos cepas de Mycoplasma.
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3.3.2 Métodos de validacion de la cosecha finica

3 Nt
Se presenta a continuacion la validacion de los procedimientos analiticos de la coseéheeurﬁg% no
descritos en la Ph. Eur. se presenta a continuacion.

La validacion de las pruebas de Mycoplasma por el método de cultivo se presenta en el capitulo
3.3.1.4.

3.3.2.1 Identificacion de poliovirus (tipo 1,2 0 3)

3.3.2.1.1 Panorama

El procedimiento de identificacion consiste en la neutralizacion del efecto citopatico (CPE) en
células Hep-2 con antisuetos dirigidos contra los 3 tipos de poliovirus.

Estos estudios consistieron en verificar la presencia de CPE para analisis no neutralizados, la
presencia de CPE para analisis neutralizados con sueros heterdlogos y la ausencia de CPE para
ensayos neutralizados con sueros homologos.

Como el procedimiento es un andlisis de identificacion, se validd la especificidad de los
antisueros utilizados contra los 3 serotipos de poliovirus.

Se llevaron a cabo tres analisis independientes, en 3 dias, con 2 operadores diferentes, en 3
cosechas virales tinicas (una sola cosecha viral de cada serotipo).

Se prepararon cuatro mezclas de antisueros:

e  Mezcla 1: antisuero tipo 2 + antisuero tipo 3.
e  Mezcla 2: antisuero tipo 1 + antisuero tipo 3.
s Mezcla 3: antisuero tipo 1 + antisuero tipo 2.

e  Mezcla 4: antisuero tipo 1 + antisuero tipo 2 + antisuero tipo 3.
3.3.2.1.2 Resultado

Los resultados de identificacién obtenidos para los 3 lotes de cosecha viral se presentan en la
tabla 35, la tabla 36 y en la tabla 37.
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Tabla 35: Cosecha viral unica tipo 1 (lote FA057411)

Dilucién Contro! viral no Virus + mezela 1 Virus + mezcia 2 Virus + mezela 3 Virus + mezela 4
viral neutralizado

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
10° = |+ [+ e |+ [+ |00t |00 (00 [ 00 |00 |00 00 00 | 00
10 ++ ++ 4 ++ ++ ++ 00 00 00 00 00 00 00 00 00
10° H—+ |+ |+ =+ 4+ [+ f00 |00 |00 |00 |00 |00 OO |00 |00
10 +—+ |+ |+ |+ |+ |+ |00 jO0O Joo |00 |00 |00 |00 |00 |OO
10”7 ++ |0+ |+ |o+ |60 |00 {00 00 |00 |00 00 |00 100 |00 |00
* + = Ausencia de neuﬁalimcién del virus por el antisuero: presencia de efecto citopatico.
T 0 = Neutralizacién del virus por el antisuero: ausencia de efecto citopatico.

El lote FA057411 es positivo para el poliovirus tipo 1.

Tabla 36: Cosecha viral Gnica tipo 2 (lote FA054049)

Dilucién Contro! viral no Yirus + mezcla 1 Virus + mezela 2 Virus + mez¢la 3 Virus + mezcla 4
viral neutralizado

1 2 3 1 2 3 1 2 3 i 2 3 1 2 3
10°? o+ L4+ |+ Joor |40 |00 |+ {4+ {++ JO0O 00 |00 |00 |00 |00
10+ o + b 00 00 00 4 ++ ot 00 00 00 00 00 00
10°° + |+ b= |00 00 00 4+ = oo |00 G0 00 00 | 00
10°¢ ++ |+ |+ |00 |00 |00 |4+ [+ J++ (00 |00 |OO OO |00 |00
107 +~+ |00 |+ {oo |oo oo lo+ |+ |00 |00 |00 [00 {00 |00 |00

El lote FA054049 es positivo para el poliovirus tipo 2.

Tabla 37: Cosecha viral tinica tipo 3 (lote FA054056)

Dilucidn Control viral no Virus + mezela 1 Virus + mezela 2 Virus + mezela 3 Virus + mezcla 4
viral neutralizado

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
107 445 s fae 0+ | HOY | 00 o+ |00 0+ | ++ |+ |+ |0+ 00 00
10 N I I 00 00 00 00 00 00 4 | {4+ |00 00 00
10° ++ |+ [+ |oo joo joo |00 |00 |00 |4+ |4+ |+ [00 OO 100
10°¢ +—+ |+ |+ Joo loo (o0 |00 |00 |00 |+ |+ |++ {00 |00 |00
107 0+ 00 0+ 00 00 00 00 00 00 0+ 00 0+ 00 00 00

El lote FA054056 es positivo para el poliovirus tipo 3.
Todos los analisis son vélidos. Las células de control inoculadas en cada placa son satisfactorias,
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no se observo alteracion celular alguna.

Las neutralizaciones se consideran validas ya que existe una diferencia de al menos
entre el virus neutralizado y el virus de control para cada analisis.

Los 3 tipos virales han sido identificados de acuerdo con el diagrama presentado en la tabla 38.

Tabla 38: Identificacion del serotipo de poliovirus

Presencia de efectos citopdticos con Ia mezela Neutralizacién con la mezela Conclusidn
2,3and4 Type 1
2 1,3and 4 Type 2
I,2and 4 Type 3

3.3.2.1.3 Conclusion

El procedimiento se considera vélido para la identificacion del poliovirus para el producto
intermedio de la cosecha Gnica.

3.3.2.2 Concentracion de poliovirus (tipo 1,2 0 3)

3.3.2.2.1 Panorama

El titulo infeccioso se determina por inoculacién de diluciones sucesivas de la suspension viral en
células Hep-2 y examen del efecto citopatico. Esta concentracidon corresponde al promedio
aritmético de 3 titulaciones y se expresa en log;o(DICCse/mL).

Debido a que el método es un ensayo cuantitativo, las caracteristicas estudiadas son la
especificidad, la linealidad, la exactitud y la precision. El método de identificacion permite
clucidar el tipo de poliovirus presente en la mezcla utilizando anticuerpos neutralizantes
especificos de todos los tipos de poliovirus. Se llevé a cabo la determinacion de la especificidad
del método para la prueba de identificacién de poliovirus presentada en el capitulo 3.2.3.1.

e Linealidad y exactitud: para cada tipo de poliovirus, el disefio experimental fue: 2 operadores
realizaron 3 series separadas, en dias diferentes. Cada corrida incluia un rango de 3 titulos
infecciosos (3 vacunas diluidas, 1 vacuna pura y 1 vacuna con agregado).

o Precision: se llevaron a cabo 3 series en condiciones de precisidn intermedia: los andlisis se
llevaron a cabo de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra
primaria homogénea, en el mismo laboratorio y los realizaron 2 operadores en dias diferentes.
En cada serie se realizaron 6 andlisis en condiciones que garantizaban la repetibilidad: los
andlisis se llevaron a cabo de manera independiente, utilizando el mismo método, en una
muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, con el mismo equipo, con el mismo
operador y el mismo dia.

El método de validacién para la precisién se llevé a cabo por separado para los monovalentes de
tipo 1 y para los de tipo 2 y tipo 3, y por lo tanto, se presentan dos resultados diferentes.

Los resultados de la validacién se resumen en la tabla siguiente,
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Tabla 39: Resultados de_ la validacion

Caracteristicas

Criterios de aceptacidn

Resultados

Especificidad

El método es especifico,
Ver el capitulo 3.3.2.1 “Identificaci6n de poliovirus”.

Linealidad

Plineatidad < 0,01

P desviacion de 1a lineatidad = 0,03

Después del ajuste de la lincalidad en una escala doble logaritmica de Y|
=titulo infeccioso medido (logo(DICCs/mL)) en funcién de X = titulo
infeccioso tedrico previsto (logo{(DICCse/mL)), se observa la siguiente
relacion:

s Tipo I
Plineatidas < 0,0001
P gesviacion de la tinealidad = 0,66
Y = 0,860 + 0,904, X
R?=0,9988
Rango de linealidad:
{ 5,12 - 8,95 | log;o(DICCyy/mL)
« Tino 2:
Plinestiged < 0,0001
P desviacion de la linealidad =0,11
Y=-0388+0971.X
=(0,9953
Rango de linealidad:
{ 4,65~ 10,94 | log,((DICCs/mL)
* Lipo 3:
Plinealidad < 0,0001
P gesviacion de la lineaticad < 0,03
Pezo la curvatura es despreciable.
Y =-0,078 +1,033. X
R=(,9912
Rango de linealidad:
[ 4,26 — 10,78 | log,o(DICCso/mL)

Exactitud

La recuperacién porcentual
promedio calculada para lo
niveles de tftulo infeccios
tedrico  previsto

120 %.

debe
hallarse entre el 80% y ¢l o

La recuperacion porcentual promedio y sus limite de confianza dei 95 % son
los siguientes:

« Tipo 1: del 102 % al 108 %.
Tipe 2: del 102 % al 167 %.
e Tipo 3: del 101% al 105%.

RA_0302315

Informacién confidencial/propietaria/

&

7

Pigina 62 de 140

ROXANA NTEMILONE CHRISTA DUMINGUEZ

APODERADO

CTERMIGA
SANQF PASTEUR S.A

27y 4STRIR S,






sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.4
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Control de pasos 08

Caracteristicas Criterios de aceptacién * Resultados

Precisitn El intervalo de confianza delj »_ Tipe 1:
95% - de la precisinl —
intermedia debe ser inferiof] - Media general: M = 8,69 log;o(DICCsy/mL).

8 - Los coeficientes de variacién de repetibilidad y precision intermedia son
& 0,5 logo(DICCsp/mL). ambos iguales al: 1,5%

- Intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia para 1 serie con
3 mediciones:

% 0,16 log,(DICCsp/mL).
» Tipo 2!
- Media general: m = 8,84 log,(DICCsp/mL).

- Los coeficientes de variacién de repetibilidad y precision intermedia son
respectivamente: 1,1 %y 1,3 %

- intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia para 1 serie con
3 mediciones:

% 0,19 log,o(DICCs/mL).
* Tipo 3:

- Media general: 1 = &,60 logo(DICCsy/mL).

- Los coeficientes de variacion de repetibilidad y precision intermedia son
respectivamente: 0,90% y 0,92%.

- Intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia para | serie con
3 mediciones:

+ 0, i0 log]Q(DICCSDI'mL).

3.3.2.2.2 Resultados

e Linealidad

El titulo infeccioso se expresa en log;o(DICCse/mL).

Los resultados del estudio se resumen en la tabla 40.

Los titulos infecciosos medios de la vacuna sin diluir son medias de las 3 series:
e Paraeltipo 1 =38,79 logl0 (CCIDsp/mL)
o Para el tipo 2 = 8,73 log10 (CCIDs¢/mL)
o Paraeltipo 1 = 8,79 logl0 (CCIDse/mL)

Por lo tanto, el titulo infeccioso tedrico previsto en la muestra de prucba se calcula del siguiente
modo:

Para la vacuna diluida:
Titulo tedrico previsto = concentracién de la vacuna sin diluir + log (factor de dilucion). .

¢ Para la vacuna con agregado:

RADO
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Cencentracion de C2 . coticentracién de ln vacuna sin agregadd
Vex10 J+ (V.10 .
VC2 + VRI

Titulo teérico previsto = log

Donde:
e V= volumen del concentrado 2 = 0,250 mL.
s Vgr= volumen del RI = 0,475 mL

e Tipo 1: concentracién de C2 = 11,40 logo(DICCso/mL): lote FA266559.
s Tipo 2: concentracién de C2 = 11,73 log;o(DICCsp/mL): lote FA267778.
¢ Tipo 3: concentracién de C2 = 11,23 log;o(DICCso/mL): lote FA270932.

Se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 40: Linealidad: titulos infecciosos medidos frente a titulos infecciosos tedricos
previstos (logio(DICCsp/mL))

. Concentracién Colﬁce%tnr?ggnofwgda
Tipo ?ill:eclig: l‘:fir:‘i:é?f Adicién tedrica prevista B0 *
fog1a(DICCs/mLy) Serie |
/ 0,250 mL de C2 10,12
RI1S + 10,21 10,57 10,33
4,750 mL deRI |
Tipo 1 RI1 / / 8,79 8,74 8,85 8,77
RIDla 1:20 / 7,49 7,63 7.1 7,60
RID1b 1:400 / 6,18 6,44 6,47 6.46
RIDie 1:8000 / 4,88 534 5,21 524
RIZS / 0,250 mL. de C2 10,44 10,74 1068 10,48
+
4,750 mL de RI12
Tipo 2. RI2 j / 8,73 8,81 8,79 8,60
RI D2a 1:20 ! 7,43 7,51 7,69 747
RID2b 1:400 / 6,13 6,26 5,48 6,24
RI D2c 1:8000 / 4,83 5,05 5,23 5,17
RI3S ! 0,250 mL de C2 9,95 10,61 10,41 10,27
. _
4,750 mL de R 3
Tipo 3 RI3 / / 8,66 8,64 8,69 8,65
RID3a 1:20 / 736 7,36 7,46 7,37
RID3b | 1:400 / 6,06 6,17 6,24 6,08
RID3c 1:8000 ! 476 5,02 5,00 4,88
A /A J A
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SR
Como la concentracion media del titule infeccioso en Ia vacuna sin diluir (nivel RI) e£)lg)mediada
3 concentraciones medidas, este nivel no se incluye en los céleulos de exactitud.
. . . , . . Emg.’ »
Por lo tanto, la exactitud se estudia en 4 niveles de titulo infeccioso. %

La linealidad en el rango seleccionado se prueba mediante los siguientes pasos, aplicados a los
datos presentados en la tabla 40:

¢ La homogeneidad de las varianzas vinculadas se verifica mediante la prueba de Cochran.

e La dependencia entre los titulos infecciosos teéricos previstos y los titulos infecciosos
medidos, asi como la linealidad de esta relacidn, se analizan mediante una regresién lineal no
ponderada utilizando el método de los cuadrados minimos. Se debe mostrar una pendiente
significativa y una desviacion no significativa de la linealidad.

Linealidad para el tipo 1

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de todos los niveles de titulacion tedricos no
son homogéneas. :

La dependencia lineal entre €] titulo infeccioso tedrico previsto y el titulo infeccioso medido no se
puede determinar. '

El andlisis se lleva a cabo en el rango de los 4 titulos infecciosos tedricos [4,99 — 8,89]
logm(DICC50/mL).

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

Existe una dependencia lineal entre el titulo infeccioso tedrico previsto y el titulo infeccioso
medido. '

La ecuacion de la recta de regresidn presentada en la figura | es la siguiente:

[ Y = (0,860 £ 0,155 ) + (0,904 % 0,022) X |

Donde:

X: titulo infeccioso tedrico (log(DICCse/ml)).
Y: titulo infeccioso medido (log(DICCse/mb)).
Coeficiente de correlacion lineal: R? = 0,9988.
Rango de linealidad: [5,12 - 8,95) UD/mL.

ya /A
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Figura 1: Tipo 1: grifico de linealidad
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Linealidad para el tipo 2

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de todos los niveles de titulacién tedricos son
homogéneas.

Existe una dependencia lineal entre el titulo infeccioso tedrico previsto y el titulo infeccioso
medido.

La ecuacion de la recta de regresion presentada en la figura 2 es la siguiente:
L Y = (0,388 + 0,312 ) + (0,971  0,040) X |

Donde:

X: titulo infeccioso tedrico (log(DICCsy/mL)).
Y: titulo infeecioso medido (log(DICCso/mL)).
Coeficiente de cotrelacion lineal: R = 0,9953.
Rango de linealidad: [4,65 — 10,94] UD/ml..

N [’}J.
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Figura 2: Tipo 2: grafico de linealidad
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Linealidad para el tipo 3

Ry .~ <
En todos los niveles de titulacion tedricos, la prueba de Cochran se halla en el lf;ﬁf‘f%ﬁfi
significancia. Con la prueba de Dixon se detecta un valor atipico, pero no fue confirmado por el
laboratorio. Se acepta la ligera diferencia de varianza.

Existe una dependencia lineal entre el titulo infeccioso tedrico previsto y el titulo infeccioso
medido.

La ecuacion de la recta de regresion presentada en la figura 3 es la siguiente:

l Y = (-0,078 = 0,441 ) + (1,033 £ 0,058)- X |

[Donde:

X: titulo infeccioso tedrico (log(DICCsy/mL)).
Y: titulo infeccioso medido (log(DICCse/mL)).
Coeficiente de correlacion lineal: R? = 0,9912,

Rango de linealidad: [4,26 — 10,78] UD/mL.

Figura 3: Tipo 3: grifico de linealidad
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¢ Exactitud
El titulo infeccioso se expresa como logo(DICCse/mL) v es la media de 3 titulos individuales.
Los resultados del estudio se resumen en la tabla 40.

La exactitud se analiza sobre datos de la tabla 40 mediante los siguientes pasos:

: &\ ..}
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s Se calcula el porcentaje de recuperacion para cada nivel de titulo infeccioso te@ggc

previsto y para cada grupo. N

o
. : [ Nt
o Se verifica la homogeneidad de las varianzas entre niveles mediante la prueba de Co&%}g}n.

¢ Cuando se adquiere la homogeneidad, se demuestra mediante un anélisis de varianzas que
las diferencias entre los niveles de titulo infeccioso tedrico previsto no son significativas,.

¢ Cuando se comprueba la igualdad de las medias entre niveles, se calcula la recuperacion
porcentual promedio con los limites de confianza del 95 %.

Exactitud para el tipo 1

La prueba de Cochran demuestra que las varianzas de los niveles de concentracion previstos son
homogéneas.

En la tabla 41 se presenta la recuperacion porcentual promedio para cada nivel de concentracién
tedrica.

Tabla 41: Exactitud: Recuperacién porcentual promedio

Nivel de concentracién tedrica en log;(DICCsy/mL) Media (%)
4,88 108
6,18 104
7,49 102

Debido a que la recuperacién porcentual promedio se encuentra entre el 80 % y el 120 %, el
método es exacto para el tipo 1.

Exactitud para el tipo 2

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de concentracion previstos son
homogéneas.

En la tabla 42 se presenta la recuperacion porcentual promedio para cada nivel de concentracién
tedrica:

Tabla 42: Exactitud: Recuperacién porcentual promedio

Nivel de concentracién tedrica en log,(DICCay/mL) Media (%)
4,83 ' 107
6,13 103
7.43 102
10,44 102

Debido a que la recuperacion porcentual promedio se encuentra entre el 80 % y el 120 %, el
método es exacto para el tipo 2.

Exactitud para el tipo 3

La prueba de Cochran muestra que las varianzas de los niveles de concentracién previstos son
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En la tabla 43 se presenta la recuperacion porcentual promedio para cada nivel de conceir
tedrica :

Tabla 43: Exactitud: recuperacién porcentual promedio

Nivel de concentracién tedrica en log o(D1CCyg/mL) Media
4,76 104
6,06 102
7,36 101
9,95 _ 105

Debido a que la recuperacién porcentual promedio se encuentra entre el 80% y el 120%, el
método es exacto para el tipo 3.

e Precisién
El titulo infeccioso se expresa en log;o(DICCse/mL).

En la tabla 44 se presentan las concentraciones del virus de la poliomielitis expresadas en logio
DICCso/mL.

Tabla 44: Concentracién del virus de Ia poliomielitis (logi0 DICC 50/mLj.

Serie 1 Serie 2 Serie 3
Tipo 1 8,36 8,86 8,73
8,36 8,79 8,66
8,58 8,66 8,65
8,73 , 8,42 8,66
8,58 8,79 8,51
8,58 8,73 8,79
Tipo 2 8,95 8,89 | 8,81
9,04 8,67 8,81
9,09 8,77 8,85
8,78 8,85 8,87
3.86 8,90 371
8,88 | 8,66 8,79
Tipo 3 8,56 8,7 8,54
8,61 8,66 8,57
8,50 8,48 8,58
8,68 3,58 8,55
8,75 8,65 8,61
8,74 8,54 8,56
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