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¢  Preparacion de las soluciones estandar de referencia de trabajo: 1,25 mg/L (solucf g, %S
mg/L (solucién B):

Estas soluciones se deben preparar antes de usarlas.
¢ Solucién A: 1,25 mg/L:

Solucion estandar de referencia madre de 10 Mg/L ...occveiiivivvcvnnincninninc e 1,25 mL

N O hasta 10 mL
e Solucién B: 5,00 mg/L:

Solucidn estandar de referencia madre de 10 mg/L ..cc.ooocvivviviiiniinivniennionee 5 mL

WEL ottt oo ses s eresessn e nesa e sasa s a e s b e s b sa e R e bbb AR sa e T b s hasta 10 mL

» Preparacion de la solucion interna de control de 2 pg/mL:

Antes de preparar cada contro! interno con un contenido de aproximadamente 2 ug/mL, titular con

exactitud la solucién interna de control (proveedor 2) (con un contenido de aproximadamente 40
g/100 mL).

Esta titulacién se lleva a cabo mediante yodometria tras una filtracién previa de la solucién
comercial.

Realice dos diluciones sucesivas, 1/40 seguida de 1/50, en agua purificada: con esto se obtiene la
solucion (2).

Luego diluya a razén de 1/100 como sigue:

Solucion de formaldehido (2) .. 50 mL
IVEEEANIOL . eeiiriesirreresessesessssronssssrssesessassorssssnssasessssssmsatsasstsiessssasiorostorsosssnerinnienrassensases 500 mL
Lt eiiiiireesesessasnresersersasnssssssessssessssesssnssesessinresassattessoressonsasransbensseesssorsosssnans hasta 5000 mL

Almacenamiento a +5 °C =3 °C
Procedimiento operativo

Diluya la muestra a razén de 1/20 en el disolvente adecuado con el fin de obtener una respuesta
que se encuentre dentro del rango de calibracion.

Tabla 3: Preparacion de las muestras

Testigo | Solucién | Solucidn { Solucién | Solucién B | Solueién B | Control ) Prueba* | Control
A A A interno*

Rango en pg
(recalculado con el
titulo exacto de la )
solucién estandar de
referencia madre al
40 %)

- 0,63 1,25 2,5 3 10 - - -

Solucién estindar de | (ml.)
referencia de - 0.5 1,0 2,0 1,0 2,0 - - -
trabajo

-y
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,, AR r\;\\

_g %\

Solucién de control | (mL) | i 20 ¥

interno ) ) ) ) N

Solucion de prueba |(mL) | _ i ) ) - 5 :)\ ADNO

(T8) i ] ] ’

WFI {mL}} 2,0 1,5 1,0 - 1,0 - - - -

Tampén de acetate | (mL)|2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 -

Tampén de acetato | (mL) | } . . ) . 2.0

sin acetil acetona : ) ’

*: duplicado.
Mezcle e incube todos los tubos en bafio de agua a +37 °C durante 50 minutos.
Lectura, cdalculo, resultados

Cada tubo (test1go, rango, control interno, control, pruebas) se debe medir por fotometria a 413
nm en comparacion con agua purificada.

La concentracion de formaldehido de la muestra se determina mediante 1a curva de referencia.
¢ Rango !
La DO del testigo se resta de la DO de cada punto del rango. Se obtiene un valor ADQ para cada

punto del rango. Este [TDO se convierte en log ODO para cada punto y las concentraciones
correspondientes (concentraciones logaritmicas).

Se define la regresion lineal Log (JDO) = F (concentracion logaritmica).
o Muestras |

Se resta la DO del testigo de la DO de las soluciones de muestra, del control intetno y del control,
Se obtiene un valor de IDO para cada tubo.

Para cada prueba, se resta la DO del control correspondiente (DDO de prueba - DO de control), lo
cual da un valor que se convierte en logaritmico. La concentracién logaritmica se convierte a
decimal: a (en pg en la muestra de prueba).

Concentracidén de formaldehido = E_X_@%E{éﬂ ug/mL

Donde:!

a: concentracion de formaldehido presente en la muestra de prueba en pg obtenida de la curva de
calibracion

dilucidn: dilucidn de la muestra de prueba
TS: Volumen de la muestra de prueba (mL).
Exprese el contenido de formaldehido libre en pg/mg de proteina usando la siguiente formula:

concentracion de formaldehido (u g/rrfL]

Contenido de formaldehido residual libre en pg/mg de proteina = - -
contenido proteico (mg/mL)

Donde:
e Y A
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Contenido proteico (mg/mL) obtenido usando el contenido de nitrégeno proteico (vea el ca Bl
2.1).

Criterios de validez

La prueba se considera valida si:

El coeficiente de correlacion de Ia linea de calibracion es mayor o igual que 0,9990.
La desviacién relativa tolerada entre dos pruebas es menor o igual al 10 %.

El valor del control interno (promedio de 2 pruebas) se debe encontrar dentro de los limites
determinados por el grafico de control de calidad.

2.5 Titulo de floculacion

Se aplica el método utilizado para el PTP (vea la seccion 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos
¢ intermedios, Intermedio PTP).

2.6  Pureza antigénica

Se aplica el método utilizado para el PTP (vea la seccion 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos
¢ intermedios, Intermedio PTP).

2.7  Distribucién del tamafio molecular (HPLC): porcentaje de monémeros

Se aplica el método utilizado para el PTP (vea la seccion 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos
¢ intermedios, Intermedio PTP).

2.8  Prueba de esterilidad bacteriana y fingica

Se aplica el método utilizado para el PTP (vea la seccién 3.2.5.2.4 Controles de los pasos criticos
e intermedios, Intermedio PTP).

2.9  Ausencia de toxina (toxicidad especifica) e irreversibilidad del toxoide

Esta prueba se realiza en la CTP de acuerdo con la monografia 0452 de la Ph. Eur. “Tetanus
vaccine (adsorbed)” y con la TRS 800.

2.10 Prueba de pirdgenos

Se aplica el método utilizado para el PTP (vea la seccion 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos
e intermedios, Intermedio PTP).
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3  Validacién de los procedimientos analiticos

Se proporcionan los resultados de validacidon para las pruebas utilizadas para liberar los
intermedios, cuando estas pruebas no se describen en la Ph. Eur.

La validacion se llevd a cabo segilin los lineamientos de 1a ICH Q2 (R1) "Procedimientos
analiticos de validacidn: texto y metodologia”.

3.1 Contenido de nitrégeno proteico

La prueba de analisis de nitrogeno proteico utilizando el método de Kjeldhal después de la
precipitacioén de proteinas {con base en las monografias de la Ph. Eur. niimeros 2.59 y 2.5.33,
método 7.A) en la CTP se describe en el capitulo 2.1. Como ensayo cuantitativo, se evaluaron la
linealidad, la exactitud y la precisién. El método es especifico para €l i0n amonio después de la

mineralizacion sulfirica del nitrégeno orgédnico. Se presenta un resumen de la validacidn en la
tabla 4.

Tabla 4: Nitrogeno proteico en la CTP, resumen de validacion

Caracteristicas Criterios de aceptacién Resultados

Linealidad Signiﬁcancia deia pendiente: Pliscatidad= 0,0001 5 Poeviacién de I llnealidag = 0,99

Plineatdad <0,01 Después del ajuste lineal de Y = concentracién medida en funcion
No hay desviacion de la linealidad: de X = volumen de la solucién analizada, se destaca [a siguiente
Pesvincion de s linealideg > 0,035 telacion:

Y=-0,06+578-X
Coeficiente de cotrelacidn lineal r = 0,9940 con 13 grados de

libertad :
Rango de linealidad: [2,42-.23,45] mg
Exactitud El valor 100% estd incluido dentro del | La recuperacién porcentual media y sus limites de conflanza del
intervalo de confianza del porcentaje 95 % son los siguientes:
medio de recuperacidn, 99,5 % [98,2 %- -100,8 %]
Precisibn Sin limite asignado Los pardmetros de repetibilidad y precisién intermedia son

respectivamente iguales a:
- Coeficiente de variacion: 2,3 % y 4,2 %

- intervalos de confianza del 95 % de precisién intermedia para 1
corrida con una medicidn realizada de la manera habitual:
0,50 mg/mL

3.1.1  Linealidad
Tres operadores llevaron a cabo tres pruebas independientes. Cada corrida incluyé un rango de 5
volumenes de la solucién CTP sometida a prueba.

Los datos analizados son las cantidades de nitrogeno proteico expresado en mg, y s¢ presentan en
la tabla 5.
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protexco de la muestra (mg)

Volumen de la solucién de . Grupo 1{mg) Grupo 2(mg) Grupo 3(mg)
CTP sometida a prueha
(mg)
05 2,79 2,74 2,88
1,6 5,66 5,76 5,81
2,0 11,41 ‘ 11,55 11,52
3,0 17,19 17,54 17,12
4,0 22,84 23,54 2270

Se les aplica a los datos una regresién lineal no ponderada, en la que se usa el método de los
cuadrados minimos. Se verifica la homogeneidad de las varianzas limite mediante una prueba de
Cochran a un nivel de significancia de! 5 %. La dependencia entre las cantidades esperadas
(volumen muestra de la solucién de CTP) y las cantidades medidas de nitrégeno proteico, al igual
que la linealidad de esta relacion, se prueban mediante un analisis de varianza de la regresion. El
anélisis de varianza permite concluir la significancia de la pendiente ya que el valor de linealidad
P usando la tabla Snedecor a un nivel de significancia del 1% es inferior al 1% (valor P < 0,0001),
y una desviacion insignificante de la linealidad ya que el valor P de la falta de ajuste de la
linealidad con la tabla Snedecor al 5 % es superior al 5 % (valor P = 0,99).

La ecuacion de Ia linea recta de regresion es:

Y = (-0,059 £ 0,220) + (5,775 £ 0,089) - X

Donde:

e X =volumen (mL)

¢ Y = cantidad medida de nitrégeno proteico (mg)

¢ Coeficiente de correlacidn lineal r = 0,9996 con 13 grados de libertad

¢ Rango de linealidad: [2,42-23,45] mg de nitrogeno proteico
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3.1.2. Exactitud

Los datos analizados corresponden al factor de concentracion calculado, a partir de los resultados
obtenidos en la prueba de linealidad (vea la tabla 5). Los factores de concentracion tedrica
corresponden a la proporcién entre el volumen analizado de solucién CTP y el volumen del CTP
de 1,0 mL (volumen tipico utilizado de manera habitual). Los factores de concentracién medidos
cotresponden a la proporcién del contenido de nitrogeno proteico obtenido al volumen analizado
entre el contenido de nitrégeno proteico obtenido con un volumen de CTP de 1,0 mL. Los
resultados del factor de concentracién en los cuatro niveles involucrados se presentan en la

tabla 6.

Tabla 6: Contenido de nitrégeno proteico en el CTP; validacién, exactitud: factor de
concentracién caleulado

Factor de concentracion Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
tebrica
0,5 0,49 0,48 0,50
1,5 2,01 2,00 1,98
2,0 3,03 3,04 2,95
4,0 4,03 4,09 3,91
A
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Se calculan las recuperaciones porcentuales entre los factores de concentracion tedrica y Mg
para cada nivel de concentracién y para todos los grupos. La homogeneidad de las varianzas
intraniveles se verifica mediante la prueba de Cochran con un nivel de significacién del 5 %. Se
demuestra la igualdad de las medias entre los niveles mediante el anélisis de varianza y se calcula
la recuperacién potcentual media con limites de confianza del 95 %:

Tabla 7: Recuperacién porcentual media

Recuperaciin porcentual Litmites de confianza del 95 %

99,51 % [98,23-100,78]%

El valor 100 % esta dentro de los limites de confianza.
3.1.3  Precision

Se analizaron tres grupos bajo condiciones de precision intermedia: los anélisis se llevaron a cabo
de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en ¢l
mismo laboratorio y los realizaron 3 operadores en 3 dias diferentes.

Dentro de cada grupo, se llevaron a cabo 6 anélisis bajo condiciones que garantizaban la
repetibilidad: los anélisis se llevaron a cabo de forma independiente utilizando el mismo método,
en una muestra ptimaria homogénea, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y los
realizd el mismo operador en una corrida de 3 dfas.

Los datos analizados son las concentraciones del contenido de nitrégeno proteico expresado en
mg/mL, y se presentan en la tabla 8.

Tabla 8; Contenido de nitrégeno proteico en el CTP; validacion, precision: contenido de
nitrégeno proteico (mg/mL)

Anilisis Grupe 1 Grupo 2 Grupo 3
(mg/mL) {mg/mL) (mpg/mL)
1 5,80 5,63 521
2 575 ' 5,71 5,59
3 582 ' 5,89 536
4 5,88 5,66 1.62*
5 5,77 5,50 521
6 5,70 | 5,67 5,53
* La prueba de Dixon mostrd que este resultado es atipico. Este valor se descarto del calculo estadistico de la
precision.
/i o
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Se verifica la homogeneidad de las varianzas intragrupales mediante una prueba de C& .
nivel de significancia del 5 %. Los pardmetros de repetibilidad y precisién intermedia se
calcularon utilizando el célculo de varianzas (varianza de repetibilidad en los grupos completos,
varianza intergrupal y varianza de precision intermedia). Se determiné el intervalo de confianza
del 95 % de la precision intermedia con la prueba de la t en un nivel de significacién del 5 % con
varianzas de repetibilidad e intergrupales. Las caracteristicas de repetibilidad y precisién
intermedia, asi como el intervalo de confianza del 95 % para 1 corrida (1 medicion) que se lieva a
cabo habitualmente, se presentan en la tabla 9.

Tabla 9: caracteristicas de repetibilidad Y precisién intermedia

Caracteristicas Desviacion estindar Coeficiente de variacién Intervalo de confianza
del 95 %
Caracteristicas de repetibilidad 0,127 2,3% /
Caracteristicas de precisién 0,235 4,2% +0,459
intermedia

3.14  Conclusién

El método es lineal en el rango: [2,42-23,45] mg de nitrégeno proteico Se demuestra la exactitud
en el mismo rango, con una recuperacidn media del 99,5 %. La precision del método se verifica

ya que la repetibilidad y el coeficiente de precisién intermedia de las variaciones son de alrededot
del 2 % y del 4 %,

El método es vélido para medir el nitrogeno proteico en la solucién de CTP utilizando el método
Kjeldahl. ‘ '

[ | 4 |
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3.2 indice DO2gy/DOs ;

El método de medicion de la densidad dptica a 280 nm y a 260 nm del CTP por espectrometria se
describe en el capitulo 2.2. Puesto que la prueba corresponde a una medicién fisica, la
caracteristica de validacion estudiada es 1a precisién, en términos de repetibilidad y precision
intermedia. Se presenta un resumen de la validacién en la tabla 10,

Tabla 10: Razén DO;gy/DO,¢ del CTP; resumen de validacién

Caracteristicas Criterio de aceptabilidad Principio

Precision Sin limite asignado Los parametros de repetibilidad y precision intermedia son
respectivamente iguales a:

- Coeficiente de variacion: 0,3% y 0,6%

- intervalo de confianza del 95% de la precisién intermedia
para 1 prueba con 1 replicado realizado del modo habitual:
+0,023

3.2.1 Precision

Se analizaron tres grupos bajo condiciones de precision intermedia: los anélisis se llevaron a cabo
de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el
mismo laboratotio y los realizaron 3 operadores en 3 dias diferentes.

Dentro de cada grupo, se llevaron a cabo 6 andlisis bajo condiciones que garantizaban la
repetibilidad: los andlisis se llevaron a cabo de forma independiente utilizando el mismo método,
et una muestra primaria homogénea, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y los
tealizd el mismo operador en un solo dia.

Los datos analizados son los indices DO,30/DO24p entre las densidades épticas a 280 nm y a 260
ntn, y se presentan en la tabla 11,

Tabla 11: fndice DO1s/D 0160 del CTP; validacién, precision Resultados del indice
DO250/DO260

Analisia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1 1,889 1,873 1,860
2 1,885 1,874 1,860
3 1,885 1,889 1,867
4 1,876 1,881 1,868
5 1,875 1,888 1,867
6 1,878 1,872 1,865

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 precisién intermedia se
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del 95 % de la precisién intermedia con [a prueba de la t en un nivel de 51gmﬁcan01a delﬁ gﬁ""

varianzas de repetibilidad e intergrupales.

Las caracteristicas de repetibilidad y precisidn 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 12.

Tabla 12: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Caracteristicas Desviacion estdndar Coeficiente de variacion Intervalo de confianza del
95 %
Caracteristicas de 0,006 0,32 % /
repetibilidad , '
Caracteristicas de precision | 0,011 0,57 % +(,023
intermedia

3.2.2 Conclusion

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

El método es valido para medir el {indice DO3gp/DO2g0 en la CTP,
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