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Toxoide diftérico purificado Validacién y/o evaluacion del procp@@ ..

Temperatura de la 1.” incubacién 22°C+3°C

Duracién de la 1." incubacién 45 ha 47 h 55 min.T
Etapa 2; 2.° precultive

Temperatura de la 2." incubacién 36°C=1°C

Duracién de Ia 2." incubacién 24 h 2 24 h 20 min.

Temperatura dela 3." incubacién 35,5°C- 36,5 °Ct
Etapa 3: 3.* precultivo :

Duracidén del 3. precultivo 14 h 45 min, a 22 h§

Temperatura del cultivo industrial 35,2°C-364 o+
Etapa 4: Cultivo industrial

Duracidn del cultivo industrial 24hai32h

Para los lotes clinicos de Hexaxim, ¢l rango inicial que se utilizé anteriormente en la produccién de rutina
fue el siguiente; 20 ha 28 h.

T Para los lotes clinicos de Hexaxim, el rango inicial que se utilizé anteriormente en fa produccién de rutina
fue el siguiente: 40 ha 56 h, :

I Para los lotes clinicos de Hexaxim, el rango inicial que se utilizo anteriormente en la produccnon de rutina
fue el siguiente: 36 °C £ 1 °C.’

§ Para los lotes clinicos de Hexaxim, el rango inicial que se utilizé anteriormente en la produccion de rutina

fue el siguiente: 14 ha 22 h.

Para los iotes clinicos de Hexaxim, el rango inicial que se utiliz6 anteriormente en la producclén de ruting
fue el siguiente: 36 °C £ 1 °C.

L

Nota: Debido a la implementacién de medidas correctivas en algunos de los pardmetros del
proceso (como la temperatura de la 2.° incubacién, la temperatura del 3. precuitivo y la
temperatura del cultivo industrial) después de la elaboracion de los 30 lotes seleccionados para
la validacién retrospectiva, se realizé una validacion concurrente al menos en, 30 lotes para
estos parametros en cuestion.

En funcién de los datos recabados hasta el momento, solo se pudo validar un rango preliminar
para la temperatura de la 2. incubacion. El rango operatzvo definitivo se establecerd cuando se
recaben y analicen los datos de los 30 lotes. :

Para cada parimetro, se realizo un analisis de los datos recabados para validar el rango operativo.
La metodologia que se utilizé para analizar los datos depende de la naturaleza de estos:

 Para los datos que se registraron y monitorearon continuamente durante la produccidn (es
decir, la temperatura), el rango se definié como [min.; max.].

» Para los datos fijados (es decir, la cantidad de materia pfima que se debe agregar para alcanzar
un valor fijado), el rango se calculé en [valor fijado-1xMAD; valor fijado+1xMAD], donde
MAD es la desviacién méxima permitida del equipo de medicion.
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o Para los datos numéricos y variables (es decir, la duracidn), el rango se calculd segiin tuwX, 43
andlisis estadistico que se detalla a continuacién: 1 e {.&@

o Seleccidn de datos: el andlisis estadistico se realizd con los datos historicos recabados de
30 lotes comerciales del toxoide diftérico purificado.

¢ Verificacién de la normalidad de la distribucion (prueba de Shapiro-Wilk donde
a=1%).

¢ Cilculo y validacion del rango:

1) Sise verifica la normalidad de la distribucidn, el rango s¢ calcula y se valida segin la formula
descrita en la tabla 2.

Tabla 2: Célculo y validacién del rango para una distribucién normal de los datos

Rango calculado Range validado

Rango mE k( . [rango; rango + 5]

")P!L"a)ls

Donde:m: media de los datos sin procesar;
k: factor estadistico (que depende de n, p y a);
s: desviacion estandar;
n: namero de datos historicos;
py l-o: nivel de confianza
Los valores de o y p se seleccionaron como una funcion del riesgo considerado aceptable:
s untiesgo o de 1 % para una proporcion de poblacion de p=99,73 %
¢ unriesgo a de 5 % para una proporcion de poblacion de p=94 %

2) Sino se verifica la normalidad de la distribucidn, el rango se calcula y se valida segin la
formula descrita en la tabla 3. Se establece el nivel de confianza del rango para maximizar la
proporcidn de la poblacion (p) incluida en el rango.

Tabla 3: Célculo y validacion del rango para una distribucion no normal de los datos

Rango ealeulado Rango validado

Range [min.; méx.] ' [tango; rango + pv]

Donde:Min. = valor minimo
Max. = valor maximo

pv = variabilidad del proceso = (max. — min.)/6
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Los resultados obtenidos para cada parametro de produccion monitoreado durante la fermepigior Q& '
~de Corynebacterium diphtheriae se detallan en los capitulos siguientes. %\&3 oE €%

2.2.1  Primer precultivo

Temperatura de la primera incubacion

La temperatura de la primera incubacion se registra con un instrumento cualificado, como
minimo, una vez por afio. Por lo tanto, este pardmetro de produccidn estd bajo control y el rango
operativo asociado de 36 °C + 1 °C se considera validado.

Duracion de la primera incubacion

El rango definido para la duracién de la primera incubacién se basa en un anélisis estadfstico
realizado en 30 lotes elaborados entre octubre de 2004 y mayo de 2006. En la tabla 4, se presenta
un resumen del analisis descriptivo de los datos histéricos obtenidos para este parametro del
proceso.

Tabla 4: Duracion de la primera incubacion. Resultado del analisis estadistico

Limite inferior de control Limite superior de control
Normalidad (segiin la prueba de Shapire Wilk) No
Valores min./max, .24h 24 h 15 min,
Rango calculado (donde p=0,94 en el nivel de conflaiza de 24h 24 h 15 min.
50 %)

Por lo tanto, el rango validado para [a duracion de la primera incubacion es de 24 h a 24 h 15 min.
Temperatura de la segunda incubacion

La temperatura de la segunda incubacidn se registra con un instrumento cualificado, como
minimo, una vez por afio, Por lo tanto, este pardmetro de produccion esté bajo control y el rango
operativo asociado de +22 °C + 3 °C se considera validado.

Duracion de la segunda incubacion
La segunda incubacion de los tubos contintda hasta la inoculacion de los matraces.

El rango definido para la duraci6n de la segunda incubacion se basa en el andlisis estadistico
tealizado en 30 lotes elaborados entre octubre de 2004 v mayo de 2006, En la tabla 5, se presenta
un resumen del analisis descriptivo de los datos histdricos obtenidos para este parametro del
proceso.

Tabla 5: Duracién de la segunda incubacion. Resultado del analisis estadistico

Limite inferior de control Limite superior de control
Normalidad (segtin la prueba de Shapiro Wilk) No
Valores min/mdx. 29h 55 h 35 min.
Rango caleulado (donde p=0,94 en el nivel de confianza de 29h 55 h 35 min.
50 %)
L
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2.2.2  Segundo precultivo

Temperatura de la primera incubacion

La temperatura de la primera incubacién del segundo precultivo se registra con un instrumento
cualificado, como minimo, una vez por afio. Por lo tanto, este pardmetro de produccion estéd bajo
control y el rango operativo asociado de +22 °C % 3 °C se considera validado.

Duracidn de la primera incubacion

El rango definido para la duracion de la primera incubacion (del segundo precultivo) se basa en un
analisis estadfstico realizado en 30 lotes elaborados entre octubre de 2004 y mayo de 2006. En
la tabla 6, se presenta un resumen del andlisis descriptivo de los datos histéricos obtenidos para

este parametro del proceso.

Tabla 6: Duracion de la primera incubacion. Resultado del anlisis estadistico

Limite inferior de control

Limite superior de control

Notthalidad (segln la prueba de Shapiro Wilk) No
Valores tin./max, 45h 47 h 55 min,
Rango calculado (donde p=0,94 en el nivel de confianza de 45h 47 h §5 min,

50 %)

Por lo tanto, el rango validado para la duracién de la primera incubacién (del segundo precultivo)

gs de 45h a 47 h 55 min.
Temperatura de la segunda incubacion

Después de la implementacién de un nuevo sistema numérico que permitio registrar la
temperatura de manera continua durante todo el proceso de incubacion desde la campafia de
produccion de 2009, se realizd una validacion concurrente al menos en 30 lotes.

Para definir un rango preliminar para la temperatura del parametro del proceso de la segunda
incubacidn, se analizaron los datos registrados en 17 lotes, elaborados entre enero de 2009 y

febrero de 2010,

Este rango preliminar estad determinado por el valor minimo y el valor maximo obtenidos en los

17 lotes (vea los resultados en la tabla 7).

Tabla 7: Rango del parametro del proceso de temperatura de la segunda incubacion

Limite inferior de control

Limite superior de control

Valores min/max,

33,5°C

92°C

Rango preliminar

333°C

392°C
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El rango preliminar validado para la temperatura de la segunda incubaci6n es de 33,5°C a ‘AW

39,2 °C. El rango operativo se establece en 36 °C = | °C, El rango operativo definitivo se %&q
establecera cuando se recaben y se analicen los datos de los 30 lotes, '

Duracion de la segunda incubacién

El rango definido para la duracion de la segunda incubacion se basa en el anélisis estadistico-
realizado en 30 lotes elaborados entre octubre de 2004 y mayo de 2006. En la tabla §, se presenta
un resumen del analisis descriptivo de los datos histéricos obtenidos para este parimetro del
proceso.

Tabla 8: Segunda incubacién. Resultado del analisis estadistico

Limite inferior de contro} Limite superior de control
Normalidad (segiin la prueba de Shapiro Wilk) No
Valores min/méx., 24h 24 h 20 min,
Rango calculado (donde p=0,94 en el nivel de confianza de 24 h 24 h 20 min.
50 %)

El rango validado para la duracién de la segunda incubacion es de 24 h a 24 h 20 min.
2.2.3  Tercer precultivo

Temperatura del tercer precultive

Después de la implementacidén de un nuevo sistema numérico para monitorear la temperatura del
tercer precultivo desde la campafia de produccién de 2008, se realizd una validacion concurrente
al menos en 30 lotes.

Por lo tanto, el rango definido para la temperatura del tercer precultivo se basa en un andlisis de

los datos recabados en 35 lotes elaborados entre febrero de 2008 y febrero de 2010,

Dado que la variacién de los datos registrados es inferior a la desviacidn maxima permitida
(MAD) detl sensor de temperatura, el rango de este pardmetro del proceso se determing segiin &l
valor minimo y el valor maximo obtenidos en los 35 lotes (metodologfa aplicada a un dato fijado).
Los resultados se presentan en la tabla 9.

Tabla 9: Rango de ia temperatura del parametro del proceso del tercer precultivo

Limite inferior de control

Limite superiot de control

Valores min./inéx, 355°C 36,0°C
Desviacion maxima permitida del sensor de temperatura 0,54C
Rango validado 35,5°C | 36,5°C

Por lo tanto, el rango validado para la temperatura del tercer precultivo es de 36 °C = 0,5 °C.
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Duracion del tercer precultivo

El rango definido para la duracion del tercer precultivo se basa en un andlisis estadfstico red124dE e®
en 30 lotes elaborados entre octubre de 2004 y mayo de 2006. En la tabla 10, se presenta un

resumen del analisis descriptivo de los datos historicos obtenidos para este pardmetro del proceso.

El limite inferior y el superior se calculan con un riesgo o de un 1 % para una proporcion de
poblacion de p=99,73 %.

Tabla 10: Duracion del tercer precultivo. Resultado del analisis estadistico

Limite inferior de control Limite superior de control
Notmalidad (segin la prueba de Shapiro Wilk} Si
Valores min./max. 17 h 52 min. 21 h 59 min,
Rango caleulado 14 1 43 min, 24 h 34 min,
Rango validado 14 h 43 min, 22h

Por lo tanto, ¢l rango validado y mantenido para el pardmetro del proceso de la duracion del tercer
precultivo es de 14 h 45 min. a 22 h,

2.2.4  Cultivo industrial

Temperatura del cultivo industrial

Después de la implementacién de un nuevo sistema numérico para monitorear la temperatura del
cultivo industrial desde la campafia de produccién de 2008, se realizd una validacién concurrente
al menos en 30 lotes.

Por lo tanto, el rango definido para la temperatura del cultivo industrial se basa en un analisis de
fos datos recabados en 34 lotes elaborados entre febrero de 2008 y febrero de 2010,

Este rango estd determinado por el valor minimo y el valor maximo obtenidos en los 34 lotes (vea
los resultados en la tabla 11).

Tabla 11: Rango de [a temperatura del cultivo industrial

Limite inferior de control

Limite superior de control

Valores min/méx,

352¢C

36,4 °C

Rango validado

352¢°C

36,4 °C

Por lo tanto, el rango validado para la temperatura durante el cultivo industrial es de 35,2°Ca
36,4 °C.

Duracion del cultive industrial

El rango definido para la duracién del cultivo industrial se basa en un anélisis estadistico realizado
en 30 lotes elaborados entre octubre de 2004 y mayo de 2006. En la tabla 12, se presenta un-
resumen del analisis descriptivo de los datos histéricos obtenidos para este pardmetro del proceso.

RA_0302277 Informacidn confidencial/propjetayia
Pagina 11 de 21 _

| \STIAN DOMIBRUEZ
AOUANANONTENILONE  GHAISTIAN QNI

WRECTORA TECHIGA
S TN TR S s, SANNR PASTRIR 8.4







sanofi pasteur Secci6n 3.2.8.2.5
Toxoide diftérico purificado Validacién y/o evaluacién del proceso

/\h'“l

poblacxon de p=99,73 %.

Tabla 12: Duracién del cultivo industrial. Resultado del analisis estadistico

Limite inferior de control Limite superior de control
Normalidad (segiin la prueba de Shapiro Wilk) 81
Vailores min./méx. 22 h 30 min, 29 h 11 min,
Rango calculado 19 h 16 min, 32 h 38 min.
Rango validado 24h 32h

Por lo tanto, el rango validado para la duracion del cultivo industrial es de 24 ha 32 h,

2.3 Conclusion

Seg(in los resultados presentados anteriormente, se puede llegar a la conclusién de que todos los
rangos opetativos definidos para los pardmetros de produccion monitoreados durante ¢l proceso
de fermentacion de Corvnebacterium diphtheriae estan validados.

3  Validacion del proceso de detoxificacion de la toxina diftérica cruda

3.1 Introduccién

Esta seccion comprende la validacion del proceso de detoxificacion de la toxina diftérica cruda, de
la toxina diftérica cruda al toxoide diftérico crudo.

La validacién del proceso de detoxificacién se basa en un estudio retrospectivo que se llevé a
cabo en 30 lotes (elaborados entre octubre de 2004 y mayo de 2006) con el objetivo de determinat
si el proceso funciona en un estado de control y si se produce el toxoide diftérico crudo de manera
uniforme y con la calidad requerida. Se recabaron los datos historicos de los pardmetros de
produccién de los registros de los lotes y se analizaron para definir el rango o rango preliminar de
cada pardmetro de produccién monitoreado durante el proceso de detoxificacion.

En los siguientes capitulos, se detallan los lotes seleccionados para el estudio, el andlisis de datos
y los rangos validados (o rangos preliminares) para cada pardmetro de produccién.

3.2 Resultados

En la tabla 13, se presentan, a modo de recordatorio, los pardmetros de produccién monitoreados
durante la detoxificacién de la toxina diftérica cruda (proporcionados en la

seccion 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacion y medificacién), desde el tratamiento con
formaldehido (etapa 6) hasta la obtencidn del toxoide diftérico crudo (etapa 7).
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Tabla 13: Parimetros de produccion monitoreados durante el proceso de detoxificH %2
la toxina diftérica cruda

Pardmetros de produceién Ranges operativos
Concentracién final de carbonato de 1g/L
hidrégeno de sodie
~ 0,3 % (v/v) siel 2.° tratamiento se
Etapa 6a: Primer tratamiento con realiza dentro de las 28 horas
formaldehide posteriores al 1.* tratamiento,

Concentracion final de formaldehido . .
- 0,4 % (v/v) siel 2.° tratamiento se

realiza dentro de las 28 horas
posteriores al 1% tratamiento,

Concentracldn final de carbonato de

hidrégeno de sodio S8/l
H tratamient
E’t:lg;fil;his:ogundo ratamiento con Concentracion final de glicina 4/l
Concentracidn final de formaldehido 0,6 % (v/v)
Temperatura de la detoxificacién 3TeCx1°C
Etapa 7: Detoxificacion
Duracion de la detoxificacién 28 dias

Nota para la detoxificacion de la etapa 7: Debido a la implementacion de medidas correctivas
(para la temperatura y la duracion de la detoxificacion) después de la elaboracion de los 30 lotes
seleccionados para la validacion retrospectiva, se realizo una validacion concurrente al menos
en 30 lotes para estos dos pardmetros en cuestion.

En funcion de los datos recabados hasta el momento, solo se pudo validar un rango preliminar
para la temperatura y la duracidn de la detoxificacion. El rango operativo definitivo se
establecerd cuando se recaben y analicen los datos de los 30 lotes.

Para cada pardmetro, se realizd un andlisis de los datos recabados para validar el rango operativo.
La metodologia utilizada es la misma que se uso para validar los rangos de los pardmetros de
produccion monitoreados durante ¢l proceso de fermentacion de Corynebacterium diphtheriae
(vea los detalles en el capitulo 2.2).

Teniendo en cuenta el hecho de que la cantidad de materia prima agregada durante el 1.y el 2.°
tratamiento (realizado antes del paso de detoxificacion) es fija, el rango para esta matetia prima se
calcula como [valor objetivo-1XMAD; valor objetivo+1xMAD}, donde MAD es la desviacion
méxima permitida del equipo de medicidn.
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3.2.1  Primer tratamiento con formaldehido

Concentracion final de carbonato de hidrégero de sodio

La concentracién final de carbonato de hidrégeno de sodio se establece en 1 g/L. Por lo tanto, este
pardmetro del proceso estd controlado por la cantidad de carbonato de hidrogeno de sodio
agregada para obtener la concentracién final de 1 g/L. Esta cantidad se calcula a partir del valor
fijado de la concentracion final (es decir, 1 g/L).

El resultado del anlisis y el rango calculado correspondiente se detallan en la tabla 14.

Tabla 14: Rango de ia cantidad de carbonato de hidrégeno de sodio agregada durante el 1.*
tratamiento

Limite inferior de control Limite superior de control
Cantidad fijada de carbonato de hidrégeno de sodio Cantidad calculada teniendo en cuenta el volumen y 1a
coneentracion final de 1 g/L.
Desviacion mixima permitida (MAD) del equipo de pesaje g
Rango validade Cantidad teérica que debe ser agregada = | g

Se analizd la variacion entre la cantidad tedrica de carbonato de hidrégeno de sodio que debe ser
agregada y la cantidad pesada realmente en 30 lotes histdricos elaborados entre octubre de 2004 v

mayo de 2006. Para todos los datos analizados, la variacion entre la cantidad tedrica del carbonato
de hidrégeno de sodio que debe ser agregada y la cantidad pesada realmente, es inferior a la MAD
del equipo de pesaje.

Por lo tanto, el rango validado para la cantidad de carbonato de hidrdgeno de sodio que debe ser
agregada durante el 1. tratamiento es: la cantidad tedtica % 1 g,

Concentracion final de formaldehido

La concentracion final de formaldehido se establece en 0,4 % (v/v) si el 2.° tratamiento se realiza
después de més de 28 horas despuss del 1.7 tratamiento; de lo contrario, se establece en 0,3 %
(v/v). Por lo tanto, este pardmetro del proceso estd controlado por la cantidad de formaldehido
agregada para obtener la concentracion final de 0,3 % (v/v) 0 0,4 % (v/v).

El tesultado del andlisis y el rango calculado correspondiente se detallan en la tabla 15,

Tabla 15: Rango de la cantidad de formaldehido agregada durante el 1.* tratamiento

Limite inferior de control Limite superior de control
Objetive de la cantidad de formaldehido Cantidad calculada teniendo en cuenta el volumen y la
concenttacion final de 0,3 % (v/v) 0 0,4 % (v/v).
Desviacion méxima permitida (MAD) del equipo de pesaje =lg
Rango validado Cantidad tedrica que debe ser agregada £ [ g

Se analizo la variacion entre la cantidad tedrica de formaldehido que debe ser agregada y la
cantidad pesada realmente en 30 lotes histdricos elaborados entre octubre de 2004 y mayo de

/N .
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2006. Para todos los datos analizados, la variacién entre la cantidad tedrica de formaldehs
debe ser agregada y la cantidad pesada realmente es inferior a ia MAD del equipo de pesaje.™

HaN

Por lo tanto, el rango validado para la cantidad de formaldehido que debe ser agregada durante el
1.*" tratamiento es la cantidad tedrica £ 1 g.

3.2.2 Segundo tratamiento

Concentracion final de carbonato de hidrogeno de sodio

La concentracion final de carbonato de hidrégeno de sodio se establece en 5 g/L. Por lo tanto, este
parametro del proceso esta controlado por la cantidad de carbonato de hidrégeno de sodio
agregada para obtener la concentracion final de § g/L. Esta cantidad se calcula a partir del valor
objetivo de la concentracion final (es decir, 5 g/L).

El resultado del anélisis y el rango calculado correspondiente se detallan en la tabla 16.

Tabla 16: Rango de la cantidad de carbonato de hidrégeno de sodio agregada durante ef 2.°
tratamiento

Limite inferior de control Limite superior de control

Cantidad fijada de carbonato de hidrdgeno de sodio

Cantidad calculada teniendo en cuenta el volutmen y la
cotcentracion final de 1 g/L.

Desviacién médxima permitida (MAD) del equipo de pesaje

g

Rango validado

Cantidad teotica que debe ser agregada+1g

Se analizd la variacion entre la cantidad tedrica de carbonato de hidrégeno de sodio que debe ser
agregada y la cantidad pesada realmente en 30 lotes histéricos elaborados entre octubre de 2004 y
mayo de 2006. Para todos los datos analizados, la variacion entre la cantidad teérica del carbonato
de hidrégeno de sodio que debe ser agregada y la cantidad pesada realmente, es inferior a la MAD
del equipo de pesaje.

Por lo tanto, el rango validado para la cantidad de carbonato de hidrégeno de sodio que debe ser
agregada durante el 2.° tratamiento es la cantidad tedrica=: 1 g,

Concentracion final de glicina

La concentracion final de glicina se establece en 4 g/L. Por lo tanto, este parametro del proceso
estd controlado por la cantidad de glicina agregada para obtener la concentracion final de 4 g/L.
Esta cantidad se calcula a partir del valor objetivo de la concentracion final (es decir, 4 g/L).

El resultado del analisis y el rango calculado correspondiente se detallan en la tabla 17.
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Asi, los filtros se preacondicionan con la solucidén de aminoédcidos esenciales y después se

!
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inocula Brevundimonas diminuta en WF! (que es un componente importante de la solucidn de
aminoacidos esenciales). Tras la filtracion de la suspension de desafio (bacterias en WFI) a
través de cada filtro de membrana de 0,22 um, se verifico la esterilidad de los filtrados; los
resuitados del estudio de desafio microbiano se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Resultados del estudio de desafio microbianeo

Filtros Desafio microbiano al filtre (UFC/em?) Bacterias en el filtrado
Filtro de prueha A 5,8-107
Filtro de prueba B 57107
Filtro de prueba C 6,2107

Todas las bacterias quedaron retenidas en los filtros de prueba; por tanto, los filtrados eran

estériles.

Ademads, se ensayd la integridad de los filtros antes y después del desafio bacteriano, y los
resultados cumplen con los criterios de aceptacion. Quedé demostrada la integridad de los

filtros.

Conclusion

Se cumplen todos los criterios de aceptacion del estudio; por tanto, [a filtracidn de solucién de

amino4cidos esenciales y WFI queda validada como una filtracién estéril,

2.2.1.62 Estudio de los compuestos extraibles del filtro

De acuerdo con la composicion de la solucién de aminodcidos esenciales, se determinar_on tres
disolventes modelo (agua, solucién de HCl a un pH aproximadeo de 0,3, solucién de HCI a un pH

de 2,0) para la evaluacién de los compuestos extraibles.

Los resultados obtenidos en cuanto a las cantidades de compuestos extraibles, en las condiciones
mds desfavorables de duracidn y temperatura de contacto, se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13: Resultados del estudio de compuestos extraibles

Disolvente modelo: agua Disolvente modelo! selucitn Disolvente modelo: solucion
de HCl a un pH aproximado de HCl a un pH de 2,0
de 0,3
NVR TOC NVR TOC NVR TOC
Cantidad media de 4,6mg | 1,7mg NA* | 2,6 mg 5,3 mg Nrt
compuestos extraibles (expresados en {expresados en
carbono) carbono)

No se aplica porque la solucién de HC! interfiere con el método analitico.

T No programado ya que los datos se generaron a un pH aproximado de 0,3.
4
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Se demostro que los residuos no volatiles recuperados de la extraccion con agua y solucion de
HCl a un pH de 2,0 consistian solamente en componentes normales del filtro y aditivos del filtro.
No presentan toxicidad conforme a la Prueba bioldgica clase VI para plasticos dela USPy ala
Prueba de seguridad en ratones de 1a USP.

Conclusion

El filtro es, por tanto, adecuado para su empleo durante la elaboracién de rutina.
2.2.1.6.3 Estudio de compatibilidad quimica

Este estudio de compatibilidad quimica se llevo a cabo analizando la integridad de los filtros antes
y después de la filtracion con la solucidn de aminoacidos esenciales y WFI en las condiciones mas
desfavorables de duracién y temperatura de contacto.

De hecho, si existe interaccién quimica entre los componentes del filtro y los componentes
filtrados, los rendimientos de filtracidn se reducen y por tanto los valores del punto de burbuja
pueden ser falsos.

La prueba cumple los criterios correspondientes y la integridad del filtro queda demostrada tras su
contacto con el producto en condiciones industriales.

Conclusion
Por tanto, no se observa incompatibilidad quimica alguna entre el filtro y Ia solucién de
aminodcidos esenciales y el WFL.

2.2.2  Estudio a escala industrial

A escala industrial se estudia de modo especial la adsorcién de productos en el filtro. El estudio
consiste en comprobar la no adsorcién de los principios activos durante las filtraciones
esterilizantes. Para este estudio se utilizaron las condiciones operativas industriales mas
desfavorables (en cuanto a superficie de filtracion y caudal de filtracidn).

Asi, se llevan a cabo pruebas de los principios activos filtrables antes y después de las filtraciones
esterilizantes.

Se resumen a continuacion los resultados de este estudio a escala industrial.
2.2.2.1 Lotes de validacion
Se utilizaron tres lotes industriales, elaborados en la planta de Marcy I’Etoile, para ensayar la no

adsorcion de los principios activos en los filtros esterilizantes.

Los lotes utilizados en el estudio de validacion se presentan en la Tabla 4.

A .
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Tabla 14: Caracteristicas de los lotes de producto final a granel y de los principios activos
filtrables correspondientes utilizados en el estudio de validacién

Producto final a granel

Principlos activos filtrables correspondientes

Namero de Escala del Fecha de Principlo activo Nimero de lote Fecha de
lote lote elaboracidn elaboracién
IND09014 0L 10 jun 2009 Toxoide diftérico purificado (PDT) FA293607 03 dic 2007
Toxoide tetdnico purificado (PTT) FA269112 05 mat 2007
Concentrado antipoliomielitico FA327604 29 oct 2008
trivalente inactivado
Antigeno de superficie de la AC002 07 dic 2007
hepatitis B (HBsAg) AC007 22 mar 2008
: ACO11 11 abr 2008
Polisacarido de Haemophilus FA316432 13 jun 2008
influenzae tipo b conjugado a proteina | FA327102 11 oct 2008
tetdnica (PRP-T)
IND09015 0L 08 jul 2009 Toxoide difidrico putificado (PDT) FA293607 03 dic 2007
Toxoide tetinico purificado (PTT) FA269112 05 mar 2007
Concentrado antipoliomielitico FA327604 29 oct 2008
trivalente inactivado
Antfgeno de superficie de la AC002 07 dic 2007
hepatitis B (HBsAg) AC007 22 mar 2008
ACO11 11 ubr 2008
Polisacdrido de Haemophilus FA316432 13 jun 2008
influenzae tipo b conjugado & protefna | FA327102 11 oct 2008
. tetdnica (PRP-T)
INDO9016 0L 29 jul 2009 Toxoide diftérico purifieado (PDT) FA293607 03 dic 2007
Toxoide tetdnico purificado (PTT) FA269112 05 mar 2007
Concentrado antipoliomielitico FA327604 29 0ot 2008
trivalente inactivado
Antigeno de superficie de la AC002 07 dic 2007
hepatitis B (HBsAg) AC007 22 mar 2008
ACO11 11 abr 2008
Polisacarido de Haemophilus FA316432 13 jun 2008
influenzae tipo b conjugado a protefna | FA327102 11 oct 2008
tetdnica (PRP-T}
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2222 Estudio de adsorcion de los principios activos en los filtros esterilizantes

Protocolo

Para evaluar la no adsorcion de los principios activos, antes y después de las filtraciones
esterilizantes se llevan a cabo las pruebas presentadas en la Tabla 15.

Tabla 15: Pruebas realizadas para evaluar la no adsorcion de los principios activos

Componentes filtrables Pruebas Métodos Datos de los métodos
Toxoide diftérico purificado | Titulo de Segiin la Ph. Eur. 2.7.27, ensayo de Vea la seccion 3.2.5.4.2
(PDT) floculacién Rainon Procedimientos analiticos del

Floculacidn visible y comparacion con
una referencia calibrada

prineipio activo PDT.

Contenido de Ph. Eur. 2.5.9 y 2.5.33, método 7.A Ven la seccidn 3.2.8.4.2
nitrogeno proteico | pstodo Kjeldahl despuds de la Pr‘oce‘di.mienfos analiticos del
precipitacién de proteinas con éeido principio activo PDT.
tricloroacético y minetalizacién con
dcldo sulfitico
Toxoide tetinico purificado | Titlo de Segan la Ph. Eur, 2.7.27, ensayo de Vea la seecion 3.2.8.4.2
PTT) floculacion Ramon Proced{mietttos analiticos del

Contenido de
nitrdgeno proteico

Floculacién visible y comparacion con
una referencia calibrada

Ph. Eur, 2.5.9 y 2.5.33, métedo 7.A

Método Kjeldahl después de la
precipltacidn de proteinas con deido
tricloroacético ¥ mineralizacién cott
dcido sulflirico '

principio activo PTT,

Vea la seccidon 3.2.5.4.2
Procedimientos analiticos del
principio active PTT,

Concentrado Contenido de Ph. Eur, 2.7.1 Vea laseceion 3.2,8.7.3

antipoliomielitico trivalente | antigeno D : : Datog de estabilidad del

inactivado (IPV) Método ELISA princlpio setive IPV.

Antigeno de superficie dela | Potencia relativa Ph. Eur, 2.7.15 (método ELISA) Vea la seccion 3.2.8.4.2

hepatitis B (HBsAg) de la hepatitis B Procedimientos analiticos del
in vitro (IVRP) principio activo HBsAg.

Contenido proteico

Ph. Eur. 2.5.33 (método 2)

Vea la seccion 3.2.8.4.2

Método Lowry Procedimientos analiticos del
principio activo HBsAg.
Polisaciride de Haemophilns | Contenido de Segin la Ph, Eur, 2.5.18 Vea la seccion 3.2.8.4.2
influenzae tipo b conjugado | fosforo Medicion del contenido de fésforo conel | Procedimientos anatiticos del
a proteina tetinica (PRP-T) método de Chen en el PRP-T principlo activo PRP-T.
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Criterios de aceptacion

Se llevo a cabo a continuacion un andlisis de los resultados antes y después de las filtraciones
esterilizantes, teniendo en cuenta la variabilidad de los métodos analiticos.

Para cada resultado, se calcularon intervalos de confianza con la variabilidad del método.
Después, se compararon los intervalos de confianza calculados antes y después de las filtraciones
esterilizantes, para comprobar su recuperacion.

Se demuestra la ausencia de adsorcidn en el filtro esterilizante:

e Si, para cada lote y cada prueba, los intervalos de confianza calculados se solapan antes y
después de las filtraciones esterilizantes.

Resultados

Se resumen a continuacidn los resultados del estudio de adsorcidn en el filtro esterilizante.

Tabla 16: Resultados analltlcos para PDT, PTT e IPV antes y después de las filtraciones
esterilizantes

Componentes Pruebas Antes de la IND09014 IND09015 INDOS0O16
filtrables filtracion
Después de la Después de la Después de la
filtracion filtracidn filtracidn
PDT Titulo de floculacidén (LffmL) 6000 6600 6000 6000
Intervalos de confianza caleulados™ | [5500-6500] [6100-7200] [$500-6500] [5500-6500]
Contenido de nitrégeno proteico 3,10 3,00 3,50 3,34
(mg/mL)
Intervalos de conflanza calculados [2,94-3,26] [2,84-3,16] [3,34-3,66}] [3,18-3,50]
PIT Titule de floculacion (L4/mL) 5000 5000 4500 4500
Intervalos de confianza calenlados | [4720-5300] [4720-5300] [42504770] (425047701
Contenido de nitrégeno proteico 4,22 4,00 3,88 4,05
(mg/mL)
Intervalos de confianza caleulados [3,94-4,50] [3,72.4,28] [3,60-4,16] [3,77-4,33]
Py Contenido de antigenoD(UD/mL) + ¢ | |
P T 38 | 308 | 38 310
Intervales de confianza calculados {285.333] [285-333] [285-333] [287-335]
T 666 | 655 | el |es1
Intervalos de confianza calculados [62,8-70,6] [6]_8-6?_4]___ . [614690} ________ [ 61 4 69 0] _____
D N N 3| 19 265 256 ]
Intervalos de confianza calculados [258-286] [235-264] [250-281] {242.271]

El intervalo de confianza se calcula teniendo en cuenta la variabilidad del método.
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