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Tabla 14: Caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia

Caracteristicas Desviacion estindar Coeficiente de variacion Intervalo de confianza
del 95 %
Caracteristicas de repetibilidad 3,24 2.88% /
Caracterfsticas de precision 3,24 2,88% +6,83 pg/mL
intermedia

3.24 Conclusion

El método es lineal en el rango: [100 - 578] ug de nitrégeno total. Se demuestra la exactitud en el
mismo rango, con una recuperacion media del 100%. Se verifica la precision del método ya que
los coeficientes de variacién de repetibilidad y de precision intermedia estédn alrededor del 2,9%.

El método es valido para medir el nitrégeno proteico en la solucién de PTP utilizando el método
Kjeldahl.
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3.3 Indice DO3/DO01g

El método de medicién de la densidad dptica a 280 nm y 260 nm del PTP por espectrometria se
describe en el capitulo 2.3. Puesto que la prueba corresponde a una medicién fisica, Ia
caracteristica de validacién estudiada es la precision, en términos de repetibilidad y precisién
intermedia. Se presenta un resumen de la validacién en la Tabla 15.

Tabla 15: Indice DO25/DO;40 en el PTP: resunen de validacién

Caracteristicas Criterios de aceptabilidad Principio

Precision Sin limite asignado Los parametros de repetibilidad y precisidn intermedia
son respectivamente iguales a:
- Coeficiente de variacion: 0,4 % y 0,5 %

- Intervalo de confianza del 95% de la precisién
intermedia para 1 prueba con 1 duplicado realizado del
modo habitual: 20,020

3.31  Precision

Se analizaron tres grupos bajo condiciones de precision 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 3 operadores en 3 dias diferentes.

Dentro de cada grupo, se llevaron a cabo 6 analisis bajo condiciones que garantizaban la
repetibilidad: los an4lisis se llevaron a cabo de forma independiente utilizando el mismo método,
efl una muestta primaria homogénea, en el mismo laboratotio, con los mismos equipos y los
realizd el mismo operador en un solo dia.

Los datos analizados son los indices DO230/D 0140 entre las densidades opticasa280nmya
260 ntn, y se presentan en la Tabla 16,

Tabla 16: Indice DO15y/DO26y en el PTP: validacién, precisién: Indices DO25o/DO10

Anilisis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
i 1,800 1,795 1,779
2 1,805 1,792 1,781
3 1,791 1,791 1,781
4 1,758 1,792 1,795
5 1,799 1,790 ' 1,768
6 1,792 1,785 1,792

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 precisién
intermedia mediante el célculo de varianza (varianza de repetibilidad en los grupos completos,
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varianza entre grupos y varianza de precision intermedia). Se determind el intervalo de 2 Vikiess
del 95% de la precision intermedia con la prueba de la t en un nivel de significacion del 3% ggm@
varianzas de repetibilidad y entre grupos.

Las caracteristicas de repetibilidad y precisién intermedia, asi como el intervalo de confianza del
95% para 1 corrida (1 duplicado) que se lleva a cabo habitualmente, se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Desviacion estandar Coeficiente de variacion Intervalo de confianza
del 95 %
Caracteristicas de repetibilidad 0,007 0,37% /
Caracteristicas de precisién 0,010 0,53% +0,020
intermedia

3.3.2 Conclusion

La repetibilidad y la precisién intermedia son aceptables, puesto que los respectivos coeficientes
de variacidén son menores al 1%. La precisién del método se considera satisfactoria.

El método es valido para medir el indice DO;0/DO349 en la PTP.

RA_0302400 Informacién confidencial/propietaria .

Pagina 23 de 36

MONTEMiLONE CHRIST]

O 350 AP0
pnqmlp SA. BANDR DAE%‘EER 8.4






s

sanofi pasteur
Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b

Seccibn 3.2.5,2.4
Control de los pasos criticos e intermedios

3.4 Titulo de floculacién

El método del titulo de floculacidn en la PTP se describe en el capitulo 2.4, La caracteristica de
validacién estudiada es la precision. Como el titulo de floculacién es un andlisis bioldgico que no
utiliza una curva estandar, no se estudiaron la linealidad ni la exactitud. Ademas, el titulo de
floculacién se analiza en la PTP probada contra un estindar SAT conocido (controlado con un
Suero Antitetanico Estandar internacional) que determina el titulo de floculacién. Por
consiguiente, esta prueba es especifica para este intermedio y no se estudié la especificidad
durante la validacién. En la Tabla 18 que aparece a continuacion se presenta un resumen de la
validacién.

Tabla 18: Titulo de floculacién en PTP: validacion, resumen

Caracteristicas Criterio de aceptacién Resultados

Precisgion Sin limite asignado Intervalo de confianza del 95% de precision intermedia

para | corrida realizada del modo habitual:

+ 0,046 que corresponde a 1,11 en forma aritmética

3.4.1 Precision

Se analizaron seis grupos bajo condiciones de precision intermedia: los analisis se llevaron a cabo
de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en ¢l
mismo laboratorio y los realizaron 6 operadores en 6 diferentes dias.

Dentro de cada grupo, se llevaron a cabo 3 corridas correspondientes a Jas repeticiones y se usaron
para evaluar la repetibilidad.

Los datos analizados son titulos de floculacidén expresados en Lf/ml, que se presentan en la
Tabla 19. Todos los célculos se realizan con logaritmos, dado que los datos siguen una
distribucién logaritmica normal.

Tabla 19: Titulo de floculacién en la PTP: validacién, precisién: titulos de floculacién
(Lf/mL)

Andlisls Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 3 Grupo §
1 300 300 270 270 300 - 300
2 300 300 300 300 300 300
3 270 300 300 300 270 300

Se verifica la homogeneidad de las varianzas intragrupales mediante una prueba de Cochran a un
nivel de significancia del 5 %. Los pardmetros de repetibilidad y la premsuﬁn intermedia se
obtuvieron con el célculo de varianza (varianza de repetibilidad, varianza intergrupal y varianza
de precision intermedia). Se determiné el intervalo de confianza del 93% de la precision

:\\ e ae
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Las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia, asi como el intervalo de confianza del
95% para 1 corrida (1 medicion) que se lleva a cabo habitualmente, se presentan en la Tabla 20.

Tabla 20: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Varianza Desviacién estandar Intervalo de confianza
del 95 %
Caracteristicas de repetibilidad 0,000465 0,022 /
Caracteristicas de precision 0,000465 0,022 + 0,046 correspondiente a

intermedia

x

+ 1,11 en forma aritmética

34.2 Conclusion

El método es preciso puesto que el intervalo de confianza de la precision intermedia es ;1,11 para
1 corrida realizada del modo habitual en la etapa de PTP.

El método es valido para medir el tftulo de floculacion en la PTP.

ppEe——.
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3.5 Distribucién por tamafio molecular mediante HPLC (porcentaje de
monémeros)

El método para determinar la distribucion del tamafio molecular (porcentaje de monomeros)
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) en PTP se describe en el capitulo 2.6.
Puesto que la prueba corresponde a una medicién fisica, la Gnica caracteristica estudiada fue la
precision, en términos de precision intermedia. En la Tabla 21 se presenta un resumen de la
validacion.

Tabla 21: Distribucién por tamafio molecular en la PTP: validacién, resumen

Caracteristica Criterio de aceptacidn Resultado

Precision El coeficiente de variacién | Coeficiente de variacion de la precision intermedia: 0.7%
de la precision intermedia

deberta ser <5% Intervalos de confianza del 95% de la precisién intermedia para 1 corrida

realizada del modo habitual:
+1,1 % de mondmeroes

3.,5.1 Precision

Se realizaron nueve mediciones bajo condiciones de precision 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 3 operadores en diferentes dias.

Los datos analizados son porcentajes de monomeros, que se presentan en la Tabla 22,

Tabla 22: Distribucion del tamafio molecular en la PTP: validacion, precisién: resultados de
los porcentajes de monomeros

Corrida Porcentaje de mondmeros

69,7

70,7

71,2

71,0

71,0

71,1

70,6

70,4

wimi-alovih ]| BN |-

71,0

Las catactetisticas de la precision intermedia se determinaron mediante cdlculos de desviacion
estandar y vatianza, Se determind un intervalo de confianza de 95% usando una pruebadelata
un nivel de significacién del 5%.
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Las caracteristicas de precision intermedia, asi como el intervalo de confianza del 95 Ctheiin il &
correspondientes a 1 corrida se describen en la Tabla 23. _
Tabla 23: Caracteristicas de precisién intermedia

Caracteristicas Desviacién estdndar Coeficiente de variacién Intervalo de confianza del
95 %

Caracteristicas de precision | 0,47 0,66% +1,08 % de mondmeros
intermedia

El coeficiente de variacién es inferior al 5%.
3.5.2 Conclusion

El método es preciso, dado que el coeficiente de variacién de la precision intermedia es igual a
0,66% y el intervalo de confianza de 95 % de la precision intermedia es £1,08 por ciento de
mondmeros pata una corrida habitual.

El método es valido para determinar el tamafio molecular (porcentaje de mondmeros) de la PTP.

A /]
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4  Analisis de lotes

Los resultados obtenidos de las pruebas de control de calidad realizados en 3 lotes industriales
consecutivos de PTP se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24: Resultados del analisis de lotes de PTP

Pruebas - Criterios de aceptacién FA350783 FA350785 FA354112
21 jul 2009 27 jul 2009 .03 sep 2009
Contenido de nitrogeno Para caleular la proporcién | 0,125 mg/mL 0,109 mg/mL 0,107 mg/mL
proteico nitrégeno proteico /
nitrégeno total y ta pureza
antigénica
Contenido de nitrogeno total | Para calcular la proporcion | 0,130 mg/mL 0,118 mg/mL 0,120 mg/mlL
nitrégeno proteico /
nitrégeno total
indice nitrégeno proteico / >0,8 0,96 0,92 0,89
nitrégeno total
Indice DO;5/D0s40 213 2,02 1,85 1,89
Titule de floculaclén Para calcular la pureza 300 LffmL 270 Lf/ml. 270 Lf/mL
antigénica
Pureza antigénica >1500 Lffmg de nitrégeno 2400 2477 2523
proteico _
Distribucién por tamaiio > 50% de mondmeros 69,70 70,30 70,10
molecular (HPLC) :
Prueba de esterilidad Sin crecimiento microbiano | Cumple Cumple Cumple
bacteriana y filngica
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5  Justificacion de las especificaciones

Se realizan las pruebas de acuerdo con la monografia 1219 de la Ph. Eur.
o Contenido de nitrégeno proteico

El contenido de nitrégeno proteico se determina para calcular la proporeidn nitrégeno proteico /
nitrégeno total y la pureza antigénica.

¢ Contenido de nitrdgeno total

El contenido de nitrdégeno total se determina para calcular la proporeidn nitrogeno proteico /
nitrégeno total.

¢ Proporcidn nitrégeno proteico / nitrégeno total

La proporcidn nitrégeno proteico / nitrégeno total se evalia como un indicador de la uniformidad
de la produccién y para evaluar el nivel de nitrdgeno no proteico residual. La especificacion se
definié durante el desarrollo del producto.

e findice DO»3¢/DO02go

Este indice se evalia como un indicador de la uniformidad de la produccién, para controlar la
eficacia de la eliminacién de los 4dcidos nucleicos comprobando que la contaminacién de
aminoé4cidos {en nuestro caso proteinas) (DOzg) por acidos nucleicos (DOz4p) sea baja. La
especificacidn se definié durante el desarrollo del producto.

e Titulo de floculacién
Se determina el titulo de floculacion para calcular la pureza antigénica.
s Pureza antigénica

Esta especificacién se hace de acuerdo con los requisitos de la monografia 0452 de la Ph. Eur.
para garantizar la pureza de la proteina tetanica. ‘

¢ Distribucién del tamafio molecular (porcentaje de mondmeros)

La proporcién de la forma monomérica se evalia como un indicador de la uniformidad de la
produccidén. La especificacion se definié durante el desarrollo del producto.

e Prueba de esterilidad bacteriana y fungica

Esta especificacion se hace de acuerdo con los requisitos de la Ph. Eur.
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6 Sistema de cierre del envase

La composicion del sistema de cierre del envase para los productos intermedios almacenados se

detalla en la Tabla 25.

Tabla 25: Composicion del sistema de cierre del envase para el almacenamiento de los

intermedios

Producte

Sistema de cierre del envase

Proteina tetdnica purificada

Recipiente de polipropileno con tapon de polimero.
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7  Estabilidad

7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad

7.1.1 Protocolo del estudio

Los estudios de estabilidad del intermedio PTP se resumen en la Tabla 26.

Tabla 26: Panorama de los estudios de estabilidad de la PTP

Toxoide tetanico purificado (PTP)

Objetive Confirmar la vida atil de laPTPa+5°C+ 3 °C

Pruebas Contenido de nitrégeno proteico

Contenido de nitrégeno total*

Proporcién nitrégeno proteico / nitrogeno total®
fndice DOge/D060 *

Titulo de floculacion

Pureza antigénica

Distribucion del tamafio molecular

Prueba de esterilidad bacteriana y fingica*

Trreversibilidad del toxoide tetanico**

Diseiio del estudic NOmero de lotes: 3

Estudipa+5°C+3°C

Calendario (meses): T0, T3, T6, T9, T12 y T18

*: prueba realizada en TO y en ¢l momento de medicién final

**: prueba realizada en T9 meses y en el momento de medicidn final

Estado Completado

7.1.2 Diseiio del estudio

Se evaltia la estabilidad de tres lotes consecutivos de proteina tetdnica purificada analizando el
producto almacenado a +5 °C + 3 °C durante un perfodo de 18 meses. Las caracteristicas de los
tres lotes se presentan en la Tabla 27,
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Tabla 27: Informacion general del producto schre la PTP

Nombre del producto Proteina tetanica purificada
Nuamero de lote FA246980 - 23 oct 2006 FA253589 - 36 nov 2006 FA254931 - 20 nov 2006
Tipo de lote Lotes industriales
Envase Viales de polipropileno con tapén de polimero para imitar las condiciones de almacenamiento
normales.

7.1.3  Pruebas seleccionadas y criterios de aceptacién

Las pruebas seleccionadas y sus respectivos criterios de aceptacion corresponden a los aplicados
para el control de liberacién (ver el capitulo 1).

Se agregé la irreversibilidad del toxoide tetAnico como un dato suplementario indicador de
estabilidad para mostrar la no reversibilidad de la PTP a lo largo del tiempo. Los critetios de
aceptacion corresponden a los que se aplican a la prueba de “ausencia de toxina e irreversibilidad
de toxoide” para la CTP (ver la seccién 3.2.8.2.4, Controles de los pasos criticos e intermedios,
CTP), adaptada a la tnica realizacién de la prueba de irreversibilidad (sin sintomas de tétanos y
por lo menos 80% de supervivencia).

7.1.4 Procedimientos analiticos

Los procedimientos analiticos aplicados a los estudios de estabilidad de la PTP correspondientes a
las pruebas de liberacidn se presentan en el capitulo 2, Los procedimientos analiticos aplicados a
la irreversibilidad del toxoide corresponden a los aplicados en las pruebas de liberacion de la CTP
(ver la seccidn 3.2,8.2.4, Controles de los pasos criticos e intermedios, intermedio CTP).

Los datos de validacién de los procedimientos analiticos se presentan en el capitulo 3.

7.1.8 Discusion

+ Resultados fisicoquimicos

Los resultados fisicoquimicos y el titulo de floculacion cumplen con las especificaciones y se
mantienen estables durante el periodo de 18 meses del estudio de estabilidad, lo cual refleja la
integridad de la proteina. No se observa ninguna tendencia.

Qe observa una disminucidn en la distribucién por tamafio molecular (% de mondmeros) durante
el almacenamiento a +5 °C + 3 °C. Sin embargo, los resultados se mantienen dentro de los
criterios de aceptacion después de un almacenamiento de 18 meses; el limite inferior de confianza
del valor predicho a los 18 meses corresponde al 60,7% para el lote FA254931 (que a los 18
meses es la mas baja) v se mantiene por encima del criterio de aceptacion de 50%.

s Resultados de seguridad

La prueba de esterilidad realizada para la prueba de liberacion y al final del estudio para cada lote
cumple con la especificacion.
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La irreversibilidad del toxoide tetanico realizada a los 9 0 12 y 18 meses cumple con
especificacidn, lo cual refleja la ausencia de reversion del toxoide teténico a toxina.

Sobre la base de estos datos, la PTP empleada para la conjugacioén de polisacarido puede
considerarse estable durante 18 mesesa+5°C+3 °C,

7.1.6  Conclusion

Aunque los resultados de la PTP muestran estabilidad durante un almacenamiento de 18 meses, se
eligié una vida til de 18 meses a +5 °C £ 3 °C.

7.2  Datos de estabilidad

Los resultados obtenidos para los 3 lotes s presentan en la Tabla 28, la Tabla 29 y la Tabla 30.
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