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9 Procedimiento analitico anterior

0.1 Distribucién del tamaifio molecular en PRP mediante LP-SEC

Ia determinacion de la distribucién del tamafio molecular en el PRP mediante LP-SEC era el
método vigente en el momento en que se realizaron los estudios de estabilidad.

s Referencia

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la Ph. Eur., 2.2.30. “Size-exclusion chromatography”
(cromatografia de exclusién por tamafio).

¢ Principio

La cromatografia de exclusién por tamafio es un método en el que los componentes de una mezcla
se separan seglin su tamafio moleculat, en funcién del flujo de la muestra a través de un relleno
poroso. Las biomoléculas grandes no pueden penetrar los poros del material de relleno; son las
primeras que se eluyen de la columna. Las moléculas mas pequefias que pueden ingresar parcial o

completamente a las particulas del relleno, son eluidas de la columna después de los componentes
de muestra excluidos.

Equipos y reactivos

e Equipo: columna de vidrio para cromatografica con gel de agarosa al 4 % (por ejemplo:
diametro 1,6 cm, longitud 100 cm) (gel Sepharose CL 4B, o equivalente), recolector de
fracciones, bomba peristaltica, refractometro y grabador; equipo de laboratorio estandar

¢ Reactivos: acetato de amonio, azida sodica, agua ultrapurificada.

s Kit para calibrar columnas (referencia): azul dextrano 2000 al 1 % (Vo) y dextrosa al
1 % (Vt) en tampén de la fase mévil o equivalente. '

Soluciones

o Tampén de la fase mévil: acetato de amonio 0,2 My pH 6,8 + azida sédica al 0,02 %,
en agua ultrapurificada.

e Solucién de muestra: se diluyen 5 mg del polisacarido sometido a prueba con 1 mL de
agua ultrapurificada. La cantidad del polisacarido inyectado y el volumen
correspondiente utilizado para formar la solucion se indican sélo con fines informativos.
Dado que la técnica es cualitativa, se ajusta el volumen segun sea necesario para
garantizar la disolucién completa de la cantidad disponible de polisacarido.

e Solucién para calibrar la columna: utilice el kit para calibrar columnas. Se determinan
los voltimenes vacio y total (Vo y Vt) con la solucién para calibrar columnas.

e Procedimiento operativo
Se realiza la cromatografia con el tampdn de fase moévil (velocidad de flujo de 25 a 35 mL/h).

Se equilibra la columna con el tampdn de fase movil durante varias horas, Se conecta el
refractometro al grabador.

A | J 4
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Los voltimenes de inyeccion para calibrar las columnas y las soluciones de muestra cof
almL. )

: . . Arat®
Para las soluciones de muestra inyectadas, recolecte un volumen constante y calibrado de A0
fracciones (por ejemplo: 90 gotas de efluente).

e Lectura, calculo, resultados

Con los valores Vo y Vi, determinar el volumen de elucion de Kp 0,30 (para la solucion de

muestra). E1 Kp es una medicion relativa del tamafio de una molécula y se calcula segun la
siguiente férmula:

_Ve-Vo
Vt—Vo
s Ve = volumen de elucién del pico
e Vo =volumen de elucién del volumen vacio de la columna (Vo)
e ¥Vt =volumen de elucion de! volumen total de la columna (V1)

Kp

Prepare un agrupamiento de efluentes antes y después de Kp = 0,30,

Se determina el contenido de fosforo en cada agrupamiento (antes y después de Kp de 0,30),
utilizando el procedimiento analitico descrito en el capitulo 2.4. El volumen de la solucién
muestra de prueba que se utilizara para la agrupamiento de efluentes antes de Kp de 0,30 es de
0,5 mL y ¢! volumen de la solucién muestra de prueba que se utilizara para el agrupamiento de
efluentes después de Kp de 0,30 es de 1 mL. Para cada agrupamiento, el contenido de fosforo
obtenido se expresa en ug/mL. Se determina el porcentaje del polisacérido eluido antes de Kp =
0,30 segun la siguiente formula:

% de polisacarido eluido antes de Kp de
0.30 = Cagrupamientol x Vagrupamientol
’ (Cagrupamienrol X Vagrupamienrol)+ (CagrupamientoZ x Vagrupamiento 2)

Donde:

o C agrupamiento 1 = contenido de fosforo del agrupamiento eluido antes de Kp 0,30 (ng/mL)

e Cagrupamiento 2 = contenido de fésforo del agrupamiento eluido antes de Kp de 0,30
(pg/mL) -

eV agrupamiento 1 = volumen del agrupamiento 1 (mL)

e V agrupamiento 2 = volumen del agrupamiento 2 (mL)

x 100

8
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9.2 Validacién del procedimiento analitico para la distribucién del taman
molecular en el PRP mediante LP-SEC :
¢ Resumen

Dado que la prueba corresponde a una medicion fisica, el pardmetro estudiado fue la precision
(repetibilidad y precision intermedia). Se presenta un resumen de la validacién en la siguiente
tabla.

Tabla 46: Distribucién del tamafio molecular mediante LP-SEC: validacién, resumen

Caracteristicas Criterios de aceptacion Resultados

Precision El coeficiente de variacién para | Los pardmetros de repetibilidad vy precisién intermedia son
la precisién intermedia debe ser | respectivamente iguales a;

inferior o igual al 15 % - Coeficiente de variacidn: 1,5% y 2,1%

- Intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia para
1 medici6n que se realiza de la manera habitual: 3,2 %

¢ Precision

Se analizaron seis grupos en condiciones de precisién intermedia: las corridas se llevaron a cabo
de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea y las
realizaron 4 operadores en diferentes dias.

Dentro de cada grupo, se llevaron a cabo 3 corridas en condiciones que garantizaban la
repetibilidad: los analisis se llevaron a cabo de forma independiente utilizando el mismo método,
en una muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y los
realizé el mismo operador en un lapso corto de tiempo. ‘

Las moléculas se separan mediante LP-SEC y se detectan por indice de refraccion. Se determina
el porcentaje del polisacarido eluido antes de Kp de 0,30 mediante la prueba del fésforo, para cada
corrida. Los resultados se proporcionan en la siguiente tabla:

Tabla 47: Distribucién del tamafio molecular mediante LP-SEC: Validacion, precisién

Grupe 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
70,7 68,6 72,1 73,0 714 69,3
68,7 714 71,3 70,9 70,0 68,0
74,1* 69,3 72,0 72,4 70,3 70,4

* Se descartd este valor del cleulo estadistico para la precisién, ya que no se obtuvo en condiciones de

repetibilidad (el operador no era el mismo que los dos primeros del grupo)

Se verifica la homogeneidad de las varianzas intragrupales mediante una prueba de Cochran a un
nivel de significancia del 5 %. Se calcularon los pardmetros de repetibilidad y precision
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del 95 % de la precision intermedia con la prueba de la t en un nivel de significancia del 5 % con
varianzas de repetibilidad e intergrupales.

Las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia, y el intervalo de confianza del 95 %
para 1 medicion se encuentran en la tabla 48.

Tabla 48; Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Desviacién estandar Coeficiente de variaciéon - | Intervalo de confianza del
95 o
Caracteristicas de repetibilidad 1,09 1,54% /
Caracteristicas de precision 1,48 2,10% : +3,15%
intermedia

Fl coeficiente de variacidn de la precisidn intermedia es inferior al 15 %.
s Conclusidén

Se valida la precision del método, dado que los coeficientes de variacion de repetibilidad y
precision intermedia son, aproximadamente, de 1,54 %y 2,10 %, respectivamente, y el intervalo
de confianza de la precision intermedia es de £3,15 % para 1 cotrida.

El método para determinar la distribucién del tamafio molecular (porcentaje del polisacérido
eluido antes de Kp de 0,30) en el PRP mediante LP-SEC y la deteccion por indice de refraccion es
valido.
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Granel de polisacarido conjugade de Haemophilus tipo b

Seccidn 3.2.5.2.4

Control de los pasaes criticos e intermedios

. . .y . ., i Far
Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introducc:1on.‘{" '@ Cro ki

1  Especificaciones

Tabla 1: Especificaciones del polisacarido-AH activado de Haemophilus (PRP-AH)

Pruebas Requeridas por Métodos Criterios de aceptacion
Prueba limite de cianuros Ph. Eur. 1219, Cromatografia de gases <5 ug/mlL
residuales edicidn actual
Contenido de polisacarido Ph. Eur, 1219, Segun la Ph. Bur. 2.5.18, edicién actual Para calcular el porcentaje

(contenido de fosforo) edicién actual Medicicn del contenido de fésforo segun ol | d& ADH l.amda al
método de Chen polisacarido
Porcentaje de ADH unida al ! Ciélculo a partir de fa ADH total (ensayo 1,8-2,9%
polisacdrido colorimétrico de la funcién amino del
grupo hidrazida después de la
derivatizacién), ADH libre (HPLC con
deteccion por fluorescencia) y contenido de
polisacdrido
Proporcién de ADH libre y / Caleulo de ADH total (ensayo <@l
de ADH total colotimétrice de ia funcién amino del
grupo hidrazida después de la
derivatizacién) y ADH tibre (HPLC con
deteccion por fluorescencia)
Distribucion del tamaiio Ph. Eur, 1219, Ph. Eur, 2.2.30, edicidn actual y USP 0,50 =Kp 0,61
molecular: coeficiente de edicién actual <621> cromatografia de exclusidn por
particién KD TRS 897 tamaiio
Cromatografia de exclusion por tamafio de
alta presién con deteccién UV
Prueba de identificacién de Ph. Eur. 1219, Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual Positivo

Haemophilus tipo b edicion actual Doble difusion segin Ouchterlony (método
inmunoquimico)
AR}
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