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RESUMEN

Candid # 1 es una vacuna eficaz para prevenir la fiebre hemorragica argentina (FHA).
Se produce en las instalaciones habilitadas del Instituto Nacional de Enfermedades
Virales Humanas “Dr. Julio |. Maiztegui”. Con la introduccion de la vacuna, la
incidencia de la FHA ha disminuido significativamente. Por poseer un reservorio
distinto al humano no es posible su erradicacion por lo que resulta imprescindible
sostener la vacunacioén en el area endémica.

En el presente trabajo, mediante la utilizacibn de herramientas de calidad, se
analizaron las variables que impactan sobre los resultados de los ensayos de
liberacion de la vacuna Candid # 1.

Se obtuvo la incertidumbre expandida (U) asociada a la expresion del resultado en los
ensayos cuantitativos (Potencia, U=0.32; Identidad, U=0.30; Humedad residual,
U=0.58; Osmolalidad, U=12.6; pH, U=0.18). En los ensayos cualitativos se realizaron
revalidaciones y verificaciones.

La incertidumbre se utilizara para establecer limites internos en los ensayos de
liberacion y para evaluar la consistencia de la produccion. Asimismo, los datos
generados permiten establecer un material de referencia para consideracion de la
autoridad regulatoria nacional. Finalmente el conocimiento exhaustivo de los
parametros de calidad que caracterizan a cada lote de vacuna aporta

significativamente a garantizar su seguridad y eficacia.
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ABSTRACT

Candid # 1 is an effective vaccine to prevent argentine hemorrhagic fever (AHF). It is
produced in approved facilities at the Instituto Nacional de Enfermedades Virales
Humanas “Dr. Julio I. Maiztegui”. With the introduction of the vaccine, the incidence of
AHF has decreased significantly. It is not possible to eradicate AHF because it has a
reservoir outside the human being, for this reason is essential to hold vaccination in the
endemic area.

In this work, analysis of the parameters that plays a key role in Candid # 1 batch
release assays was performed using quality tools.

The expanded uncertainty (U) associated with the expression of the result in all the
quantitative assays (Potency, U=0.32; Identity, U=0.30; Residual moisture, U=0.58;
Osmolality, U=12.6; pH, U=0.18) was obtained. Revalidations and verifications were
also done in the qualitative assays.

Uncertainty will be used to set internal limits on release assays and to assess the
consistency of production. Furthermore, the data generated in this study would allow
having a potential reference material for consideration by the national regulatory
authority. Finally, the in depth knowledge of the quality parameters properties of each
batch of vaccine significantly contributes to ensuring the safety and efficacy of the

product.



GLOSARIO
A

Cc

Calibracion

operacién que bajo condiciones especificadas establece, en una primera etapa, una
relacion entre los valores y sus incertidumbres de medida asociadas obtenidas a partir
de los patrones de medida y las correspondientes indicaciones con sus
incertidumbres asociadas y, en una segunda etapa, utiliza esta informacién para
establecer una relacién que permita obtener un resultado de medida a partir de una

indicacion

Condicion de precision intermedia

condiciébn de medicion, dentro de un conjunto de condiciones que incluye el mismo
procedimiento de medicién, el mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto
u objetos similares durante un periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras

condiciones que involucren variaciones

Condicion de repetibilidad

condicién de medicion, dentro de un conjunto de condiciones que incluye el mismo
procedimiento de medida, los mismos operadores, el mismo sistema de medida, las
mismas condiciones de operacién y el mismo lugar, asi como mediciones repetidas del

mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto de tiempo

Condicion de reproducibilidad
condicion de medicion, dentro de un conjunto de condiciones que incluye diferentes
lugares, operadores, sistemas de medida y mediciones repetidas de los mismos

objetos u objetos similares

E
Error aleatorio
componente del error de medida que, en mediciones repetidas, varia de manera

impredecible
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Error sistematico
componente del error de medida que, en mediciones repetidas, permanece constante

o varia de manera predecible

Evaluacion tipo A de la incertidumbre de medida
Evaluacién de una componente de la incertidumbre de medida mediante un analisis

estadistico de los valores medidos obtenidos bajo condiciones de medida definidas

Exactitud

proximidad entre un valor medido y un valor verdadero de un mensurando

F
Factor de cobertura
numero mayor que uno por el que se multiplica una incertidumbre tipica combinada

para obtener una incertidumbre expandida

G

|
Incertidumbre
pardmetro no negativo que caracteriza la dispersién de los valores atribuidos a un

mensurando, a partir de la informacion que se utiliza

Incertidumbre expandida

producto de una incertidumbre tipica combinada y un factor mayor que uno
Instrumento de medida

dispositivo utilizado para realizar mediciones, solo o asociado a uno o varios

dispositivos suplementarios
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M

Material de referencia

material suficientemente homogéneo y estable con respecto a propiedades
especificadas, establecido como apto para su uso previsto en una mediciéon o en un

examen de propiedades cualitativas

Material de referencia certificado
material de referencia acompafiado por la documentacién emitida por un organismo
autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas, con

incertidumbres y trazabilidades asociadas, empleando procedimientos validos

Medicion
proceso que consiste en obtener experimentalmente uno o varios valores que pueden

atribuirse razonablemente a una magnitud

Mensurando

magnitud que se desea medir

P

Patrén nacional

patrén reconocido por una autoridad nacional para servir, en un estado o economia,
como base para la asignacion de valores a otros patrones de magnitudes de la misma

naturaleza
Patrén primario

patron establecido mediante un procedimiento de medida primario o creado como un

objeto elegido por convenio
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Patron secundario
patron establecido por medio de una calibracion respecto a un patrén primario de una

magnitud de la misma naturaleza

Precision
proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos en mediciones

repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo condiciones especificadas

Precision intermedia

precision de medida bajo un conjunto de condiciones de precision intermedia

Q

R
Repetibilidad

precision de medida bajo un conjunto de condiciones de repetibilidad

Reproducibilidad

precisidon de medida bajo un conjunto de condiciones de reproducibilidad

Resultado de una medicién
Conjunto de valores de una magnitud atribuidos a un mensurando, acompafnados de

cualquier otra informacion relevante disponible

Robustez
es la habilidad de proporcionar resultados de exactitud y precision bajo una variedad

de condiciones

S
Sensibilidad
cociente entre la variacion de una indicacién de un sistema de medida y la variacién

correspondiente del valor de la magnitud medida
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\Y)
Validacion

verificacion de que los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto

Valor medido

valor de una magnitud que representa un resultado de medida

Verificacion

aportacion de evidencia objetiva de que un elemento satisface los requisitos
especificados
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CyAc Control y Aseguramiento de Calidad
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Sector Cultivos Celulares Normales

PERT Program Evaluation and Review Technique

POS Procedimiento de Operacién Standard

PP Patrén primario

PRNT Plague Reduction Neutralization test (Ensayos de Neutralizacion
por Reduccién de Placas)

PT Vacuna Candid # 1, Producto Terminado

P+SD Promedio de los ensayos mas un desvio estandar
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P-2SD Promedio de los ensayos menos dos desvios estandar

Q CyAc — Sector Quimica / Agua

QFD Quality Function Deployment

SD Desvio estandar
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1. INTRODUCCION
La fiebre hemorragica argentina (FHA) es una enfermedad endemoepidémica grave
que emergio en la region pampeana, a principios de la década del 50, caracterizada
clinicamente por fiebre, manifestaciones neuroldgicas, alteraciones renales vy
hepaticas, leucopenia y plaquetopenia [1]. El agente etiologico de la misma es el virus
Junin  (JUNV), un virus a ARN de la familia Arenaviridae, que se agrupa
filogenéticamente con los virus Machupo, Chapare, Guanarito, y Sabia, agentes
causantes de fiebres hemorragicas en Bolivia, Venezuela y Brasil [2-5].
La FHA tiene un tratamiento especifico que consiste en la transfusion de plasma
inmune dentro de los primeros ocho dias de evolucion desde el comienzo de los
sintomas. Este tratamiento reduce la mortalidad de un 15-30% a menos del 1%, y es
administrado en base a dosis estandarizadas de anticuerpos neutralizantes para el
JUNV. [6].
El area endémica comprende a cuatro provincias argentinas: sur de Cordoba, sur de
Santa Fe, norte de La Pampa y norte de Buenos Aires. En los ultimos afios se observa
una extension progresiva del area endémica de la FHA con cambios en los patrones
eco epidemiolégicos (Figura 1).

Figura 1. Area endémica y nuevos escenarios.
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El reservorio natural del JUNV es el roedor Calomys musculinus. La infeccion humana
resulta del contacto directo o indirecto de un individuo susceptible con roedores
infectados y/o sus excretas. Estudios experimentales han demostrado que la
transmisién del virus Junin en los reservorios es generalmente horizontal
produciéndose entre roedores en contacto muy directo entre ellos como encuentros

agresivos por defensa de su territorio. La distribucion de C. musculinus depende de



condiciones climaticas. [7- 10]. El control de los roedores reservorios no es practicable,
por lo que, para la prevencion de la FHA se han dirigido los esfuerzos a la obtencién
de una vacuna [11, 12].

Un proyecto de colaboracién cientifica entre EE.UU. y la Argentina permitio el
desarrollo de la vacuna de virus Junin vivo atenuado Candid # 1 [12].

La cepa Candid # 1 de Virus Junin derivada de la cepa parental XJ 44 mediante
clonados por diluciéon final y single burst en células diploides certificadas FRhL-2
(ATCC-CCL 160). Completados extensos estudios preclinicos en cobayos y monos
Rhesus, la mitad de la existencia de la Semilla Maestra [Junin XJ, Cobayo (2), Cerebro
de Ratén (44), FRhL-2 (17)] y de la Semilla de Trabajo [Junin XJ, Cobayo (2), Cer,
Raton (44), FRhL-2 (18)] de la cepa vacunal Candid #1 fueron cedidas a la Republica
Argentina y a la custodia del INEVH en diciembre de 1983.

La historia de la vacuna se resume: Candid 1 = XJ, Cob, Cer Rys FRhL-2 46, ...-
FRhL — 247 (Semilla Maestra) ...- FRhL — 245 (Semilla Secundaria)...- FRhL — 249
(Vacuna).

Esta cepa, resultd ser inocua, inmunogénica y eficaz para prevenir la enfermedad por
JUNV en estudios preclinicos, en los que también se demostr6 la ausencia de
neurovirulencia, neurotropismo o manifestaciones hemorragicas, y la estabilidad del
comportamiento atenuado de la cepa vacunal [13, 14]. Se demostr6 también la
proteccidbn en cobayos y monos contra el desafio con virus Machupo, el agente
etiologico de la fiebre hemorragica boliviana [15-17].

En forma simultdnea, el Gobierno de la Nacion Argentina, comienza en el entonces
Instituto Nacional de Estudios sobre Virosis Hemorragicas (INEVH) la construccién de
una planta para la produccion y control de vacunas para uso humano.

Los estudios clinicos de Candid # 1 en voluntarios sanos en fases | y Il fueron
realizados en EE.UU. y la Argentina con vacuna producida por The Salk Institute,
Swiftwater, PA, EE.UU. [18,19]. Entre 1988 y 1990 se realizaron con los mismos lotes
de vacuna, los ensayos de Fase lll: estudio prospectivo, aleatorio, a doble ciego,
utilizandose vacuna y placebo, el que permiti6 demostrar una eficacia de Candid # 1
del 95.5% (IC: 95% 82-99%) para proteger contra la FHA [20].

El Ministerio de Salud de la Nacion, demostrada la eficacia de la vacuna para prevenir
la FHA, delega en el INEVH el proyecto de produccién nacional. Mientras se comenzé
con las reformas en la planta con el fin de adecuarse a la norma de Buenas Practicas
de Fabricacion, se realizé el proceso de transferencia de la tecnologia de produccion y
control de Candid # 1 desde The Salk Institute al area de produccion del INEVH. En el

afno 2001, estas instalaciones fueron habilitadas por la Administraciéon Nacional de



Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) como planta para producir
vacunas de virus vivo atenuado para uso en humanos [21].
En el afo 2006 se culmind el ensayo clinico en 946 voluntarios humanos sanos, donde
se compard la vacuna Candid # 1 producida en Argentina con la elaborada en EE.UU.,
que habia sido utilizada en estudios previos. Ambas vacunas mostraron una tasa
equivalente de inmunogenicidad ligeramente superior al 95.5%. No se observaron
eventos adversos graves relacionados con la vacuna. Estos resultados indicaron que
la vacuna Candid # 1 elaborada en la Argentina es equivalente a la elaborada en los
EE.UU, permitiendo extrapolar los estudios previos realizados. [22]. Este ensayo
permitié el registro de la vacuna Candid # 1 como nueva especialidad medicinal ante
ANMAT, (Registro N° 53205) [23].
Candid # 1 es considerada una vacuna huérfana ya que esta destinada a una
poblacion limitada de nuestro pais estimada en 5.000.000 de habitantes y su
comercializacidn no recuperaria los costos de produccion. [15, 24]
La vacuna, compuesta por virus vivo atenuado, de via intramuscular de administracion,
tiene ciertas limitaciones por ser un producto estéril termolabil liofilizado, se debe
conservar entre -15°C a -20°C. Una vez resuspendida en el vacunatorio, se debe
conservar entre 2°C a 8°C y se debe utilizar en el término de 4 horas de su
reconstitucion.
Las condiciones que deben reunir las personas que deseen vacunarse se detallan a
continuacion:
e Residir o desarrollar actividades en las cuatro provincias del area endémica de
FHA.
e Hombres y mujeres mayores de 15 anos de edad.
e No haber recibido vacuna Candid # 1 anteriormente.
e En caso de mujeres, no deben estar embarazadas o amamantando.
¢ No presentar cuadros agudos o cronicos descompensados.
e No estar recibiendo corticoides sistémicos o presentar cuadros de
inmunosupresion.
e No haber recibido otras vacunas y/o gammaglobulinas en el mes previo, ni
recibirlas en el mes posterior a Candid # 1.
El 3 de enero de 2007, el Ministerio de salud, incorpor6 en el Programa Nacional de
Inmunizaciones, la vacunaciéon contra la FHA, con caracter gratuito y obligatorio, en
poblaciones de riesgo [25]. Actualmente, la vacuna Candid # 1 se distribuye a

vacunatorios instalados en las provincias afectadas.



2. JUSTIFICACION
Como se puede observar, por lo expuesto en la introduccion, en los primeros afios de
la enfermedad los hombres afectados trabajaban en contacto directo con el campo,
con la cosecha manual. Posteriormente, con la introduccion de las practicas de
agricultura mecanizada, los tractoristas y en la actualidad los transportistas continuan
siendo las poblaciones mas expuestas. A partir de 1992, con la introduccién de la
vacuna, la incidencia de la FHA ha disminuido significativamente. Este descenso en el
numero de casos se ha sostenido en el tiempo, lo que refuerza la evidencia de su
asociacion con la vacunacion [26]. Al ser una enfermedad no erradicable resulta
imprescindible sostener la vacunacion con Candid # 1 en el area endémica.
La responsabilidad de la calidad, seguridad y eficacia de las vacunas es del fabricante
en primer lugar, en este caso el INEVH, y las Autoridades Nacionales de Regulacion
(ANR), ANMAT, deben establecer los procedimientos para asegurar que los productos
y los fabricantes cumplen con los criterios establecidos.
Las vacunas son medicamentos de origen biolégico con cierta variabilidad intrinseca,
se caracterizan por procesos de fabricacion complejos y por ser administradas
masivamente a poblaciones de nifios, adolescentes y adultos sanos. Su calidad es
evaluada por ensayos del producto final, y se recomienda a las ANR establecer un
sistema de reglamentacion especifico para este tipo de medicamento. Las ANR
establecen los requisitos que deben cumplir los solicitantes del registro de una vacuna.
Estos requisitos deben mostrar evidencias de que la vacuna ha pasado las fases de
investigacion, desarrollo, produccién y control de calidad, asi como también los
estudios clinicos, que avalen la calidad, seguridad y eficacia requerida para su uso en
humanos. [27]. Esta etapa ya ha sido llevada a cabo por el INEVH. La vacuna debe
llegar a la poblaciéon de una forma segura y efectiva, para lo que se debe garantizar la
calidad y trazabilidad de los lotes de vacuna Candid # 1 que se producen en el INEVH
y que los resultados sean consistentes con los resultados obtenidos de los lotes
utilizados en los ensayos clinicos. Para ello, es imprescindible cumplir con los
requisitos regulatorios, cientificos y técnicos de ANMAT, Disposiciéon 705/2005 en el
marco de especialidades medicinales [28] como asi también con los requisitos de
Farmacopea Nacional Argentina [29] y de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
[30] para los ensayos que se realizan en el Laboratorio de Control de Calidad.
La garantia de la calidad de la vacuna es entonces la suma del cumplimiento
sostenido con las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF) [31] y de la instalaciéon de la
mejora continua en los procesos de produccion y control.
Es responsabilidad del productor buscar estrategias para estudiar y conocer las

limitaciones de los ensayos para la liberaciéon de la vacuna Candid # 1 como PT,
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principalmente en los métodos que no se encuentran compendiados en la bibliografia
en los que se requieren un conocimiento exhaustivo del comportamiento y limitaciones
de los mismos. Cabe destacar la importancia de mantener las metodologias
actualizadas y validadas para la mejora continua. El disefio de las validaciones y/o
verificaciones se realiza evaluando los factores criticos de mayor impacto que pueden
afectar a las determinaciones con las distintas metodologias para la liberacion de los
lotes manufacturados de vacuna Candid # 1. Dicha evaluacion debe realizarse sobre
la base del conocimiento y experiencia adquirida en el INEVH desde la transferencia
tecnolégica. La mejora en pequefios pasos conduce al éxito (fuente: “Kaizen” de
Kasaki Imai) [32].



3. ALCANCES

Se realiz6 un analisis exhaustivo que permite garantizar la calidad de los resultados de
los ensayos de liberacibn como producto terminado, de acuerdo a las metodologias
utilizadas por el laboratorio de control de calidad. Algunos de los ensayos se utilizan
también para la liberacion de productos intermedios (producto a granel) y materias
primas (sustrato celular) por lo que el conocimiento que el presente trabajo ha
generado impactara también en la liberacion de los mismos.

Las etapas previas a la liberacion de la vacuna: aprobacion de materias primas vy
material de empaque, produccién del sustrato celular, produccion de producto a
granel, liberacion de productos intermedios, formulacion, llenado aséptico, liofilizacion

y controles de procesos, no fueron abordados en el presente estudio.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Garantizar la calidad de los resultados de los ensayos de liberacién por control de
calidad, de la vacuna a virus vivo atenuado Candid # 1, contra la fiebre hemorragica
argentina, mediante el cumplimiento de los requisitos regulatorios a través de
metodologias validadas o verificadas, para abastecer en forma segura la demanda de

vacuna a la poblacion.

4.2 Objetivos especificos

e Analizar los factores que contribuyen a la calidad de los resultados de los
ensayos de liberacion por control de calidad, de la vacuna a virus vivo
atenuado Candid # 1, mediante la utilizacién de una herramienta de calidad,
identificando las categorias donde se deben aplicar acciones de mejora.

e Disefar acciones de mejora para las categorias seleccionadas, garantizando
su implementacion.

e Generar material de referencia para la Autoridad Regulatoria Nacional, para
poder cumplir con item 1.2 Control de calidad de la Disposicion 705/2005 de
ANMAT.

e Contar con la informacién necesaria para proponer la incorporacion de la
vacuna Candid # 1, al apartado de sueros y vacunas de la Farmacopea

Nacional Argentina.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Vacuna Candid # 1, Producto Terminado (PT). Especificaciones.

Vacuna Candid # 1, Cepa Candid # 1 de Virus Junin vivo atenuado, Polvo liofilizado
para inyectables.

En el proceso de produccion (Figura 2), se amplifica la linea celular y se inocula con el
virus vacunal. Asi se obtiene la cosecha Unica, la cual es sometida a un extenso
proceso de control de calidad para su liberacion. Las cosechas se mezclan, en funciéon
de la cantidad de vacuna a envasar, formando la mezcla de cosechas; luego se
formula en un area grado A y se obtiene asi la vacuna final a granel, la que sera
sometida al proceso de envase final en viales multidosis de 20 ml de capacidad para
su posterior liofilizacion.

Figura 2. Esquema de produccion de vacuna Candid # 1.

Sustrato celular FRhL-2
Semillamaestra

!

Sustrato celular FRhL-2
Semilla de trabajo

Cosecha tnica viral

Vacuna
Candid # 1
liofilizada
Cepa viral Candid #1 Formulado — llenado - liofilizacion
Semilla de trabajo AREA GRADO A
Cepa viral Candid #1

Semillamaestra

Composicion: Cada dosis de 0,5 ml de vacuna reconstituida contiene:

Virus Junin vivo atenuado (cepa Candid # 1) 10* UFP.

Sulfato de neomicina base: 9,0 mcg/ml.

Excipientes (albumina sérica humana, gelatina hidrolizada, sorbitol, acido L- glutamico

sal monosadica) csp: 0,5 ml.



Virus de Referencia

Se prepara en las instalaciones del INEVH. Para ello se retiran de la camara que se
encuentra a una temperatura de -35 °C 10 viales de vacuna Candid # 1, se realiza la
apertura de los viales y se resuspenden con 5,5 ml de agua estéril para inyectables
(API). Los viales de vacuna resuspendidos se colocan en hielo granizado.

Se dejan reposar 15 minutos. Se realiza un pool del contenido de los 10 viales en
recipiente apropiado. Se realiza el fraccionamiento en viales de 1,2 ml, colocando 0,8
ml en cada uno. Los viales se identifican mediante un rétulo como “Virus Junin de
Referencia” detallando lote y fecha de preparaciéon. Se conservan en congeladoras a

un temperatura de -70 °C.

5.2 Ensayos

Se resumen en la tabla 1 los ensayos realizados al PT, las metodologias utilizadas y
los criterios de aceptabilidad. Los criterios de aceptabilidad para los ensayos de
Potencia e Identidad fueron establecidos por el desarrollador. Los criterios de
aceptabilidad para el resto de los ensayos se establecen en la normativa vigente
nacional e internacional (Farmacopea Argentina, USP, CFR). Todos los criterios de
aceptabilidad se encuentran declarados en el registro de la vacuna presentado ante
ANMAT.

Tabla 1. Criterios de aceptabilidad de los ensayos realizados al PT.

Ensayos Criterios de
aceptabilidad

Potencia. Ensayo biolégico in vitro. Titulacion en células Entre
mediante formacion de Unidades Formadoras de Placa (1.10%y 9.10°) UFP/ml
(UFP) bajo agarosa.

Identidad. Ensayo biolégico in vitro. Neutralizaciéon del virus | Neutraliza frente a
vacunal con antisuero especifico producido en conejos y antisuero especifico
titulacion en células mediante formacion de UFP bajo

agarosa.

Esterilidad (CFR21 610.12(a)). Cultivo. Método directo. Libre de crecimiento
microbiano

LAL USPXXIV. Ensayo biologico de deteccion de <700 EU/mI

endotoxinas bacterianas. Formacion de coagulo con lisado
de amebocito de cangrejo (Limulus polyphemus).

Seguridad General (CFR 21.610.11). Ensayo biolégico in | Libre de evidencia de

vivo de toxicidad inespecifica. contaminantes téxicos
extranos

Humedad Residual. Método Karl Fischer. Menor al 3%

pH. Potenciometria. Rango 6,5-7,5

Osmolalidad. Método: depresion en el punto de Rango 260-330 mOsm/kg

congelamiento.




Se evalu6 cada metodologia de control individualmente, para ello, se definié el tipo de
estudio a realizar, disefio del mismo y parametros a determinar, equipamiento,
muestra a estudiar, necesidad de interlaboratorios y analisis estadistico de resultados.
La evaluacion se realiz6 mediante la aplicacion de distintas herramientas de calidad:
lluvia de ideas, diagrama de Ishikawa y 5W+2H, las que se describen a continuacion.
El estudio se llevo a cabo en las instalaciones del Instituto Nacional de Enfermedades

Virales Humanas “Dr. Julio I. Maiztegui” en la ciudad de Pergamino.

5.3 Herramientas de calidad
La utilizacibn de herramientas de calidad conduce a un mejor disefio de las
operaciones y apoya tanto las actividades de mejora como la resolucién de problemas
en todos los sectores de una organizacion. Para implementar exitosamente
actividades de mejora es importante actuar de forma analitica y sistematica, partiendo
previamente de una identificacién o deteccién y analisis de los problemas.
Si bien existen multiples herramientas de calidad, las mas conocidas son:
Las 7 (siete) tradicionales herramientas de calidad

e Lluvia de ideas o brainstorming

e Diagrama de flujo

e Diagrama de pareto

e Diagrama de Ishikawa o Diagrama de causa efecto

e Diagrama de correlacion

e Histogramas

e Gréficos de control
Las 7 (siete) nuevas herramientas de calidad

e Diagrama de afinidad

e Diagrama de interrelacion

e Diagrama de arbol

e Diagrama de matriz

e AMFE (Analisis del Modo de Fallas y sus Efectos)
PERT/CERT (Program Evaluation and Review Technique/Critical Path Method)
QFD (Quality Function Deployment)

Se analizaron las herramientas citadas y se selecciond para el presente trabajo el
Diagrama de lIshikawa. Para la construccion del mismo se utilizaron otras dos
herramientas de calidad como son la lluvia de ideas para poder identificar las posibles

causas que afectan a la problematica planteada y la herramienta 5W+2H para realizar
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un plan de accién evaluando cada una de las distintas causas y planteando una

solucion a la problematica planteada.

5.3.1 Herramienta de Calidad: Lluvia de Ideas

Se utilizé para obtener gran cantidad de ideas a partir de la experiencia y conocimiento
del equipo de trabajo de Control y Aseguramiento de Calidad. Se llevaron a cabo tres
encuentros mensuales de dos horas cada uno. Se determinaron las posibles causas
que pudieran afectar a la problematica [32]: “;Se garantiza la calidad de los
resultados de los ensayos de liberacion por control de calidad, de la vacuna a virus

vivo atenuado, Candid # 1?”.

5.3.2 Herramienta de Calidad: Diagrama de Ishikawa

Con el mismo equipo de trabajo citado en 5.3.1, se construyd un diagrama de Ishikawa
que permitié ilustrar con claridad cuales eran las posibles causas que estaban
afectando a la problematica planteada y las relaciones entre ellas. El diagrama exhibio
la relacién entre la caracteristica de calidad, problema o “efecto”, y los factores o
“causas” que pudieron ocasionarla [32-36].

El efecto se ubicé a la derecha del diagrama y las causas o subcausas en la izquierda,
como se muestra a continuacion:

Diagrama de Ishikawa

Categoria Maquina

Problema a ser resuelto

Durante la construccion del diagrama, fueron identificadas cinco categorias: Equipo-

Maquina, Materia Prima-Materiales, Método-Validacion-Incertidumbre, Personal vy
Ambiente.
Cada una de las categorias mencionadas fue analizada minuciosamente con expertos

en la materia en distintos grupos de trabajo.
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5.3.3 Herramienta de Calidad: 5W+2H

Se continu6 trabajando con el mismo equipo de Control y Aseguramiento de Calidad y

con la misma linea de andlisis realizada en 5.3.1 y 5.3.2. Se categorizaron las causas

en riesgo alto y riesgo bajo, teniendo en cuenta las exigencias de la normativa vigente.

Las causas de riesgo alto se analizaron con el método SW+2H [37, 38] preguntandose

frente a cada causa “;donde?, ¢qué?, jpor qué?, ¢quién?, ;como?, ;cuando?,

¢cuanto?” y de esta forma se confeccioné el plan de accién con la siguiente matriz.
Plan de accién 5W+2H

Item

iDonde?

¢Qué?

¢Por Qué?

¢ Quién?

¢Como?

¢Cuando?

¢ Cuanto?
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6. RESULTADOS

6.1 Diagrama de Ishikawa

El diagrama de Ishikawa o diagrama de espina de pescado, que se describié en 5.3.2,

surgid de la lluvia de ideas realizada segun 5.3.1, el contenido se muestra a

continuacion en el Grafico 1.

Grafico 1. Diagrama de Ishikawa realizado con el equipo de trabajo de Control y

Aseguramiento de Calidad.

Equipo/Méaquina |

Materia Prima/ Materiales

Incubador 36°C con atmégfera
de 5% de CO2

Bario termostatico box 75

Estufa de incubacion n°4 a B6°C

| standard
Osmoémetro Advanc
Estufa n°23
Microondas
Reloj interruptor
Microscopio invertido
Microscopio éptico
Autoclave
Heladera n°® 141
Heladera n°4
Balanza animales
Congeladoras
Datalogger
Visualizador de placas

Mod. 3250

Micropipetas
Propipetas automaticas
Mechero

Pesas patron
Tubo CO2

Método/Validacion/
Incertidumbre

Potencia (POY TC-06)

Identidad (POY TC-22)

Esterilidad (POB TM-05 Ref.: CFR21 610.12(a))
Seguridad geneyal (POS VV-06 Ref.: CFR21 610.11)
Humedad residdal (POS-Q-34)

pH (POS Q-02)
Osmolalidad (POB Q-11)

LAL (POS Q-14) YSPXXIV, SOP (TSI-GSQ)2 - Q-2-00

¢Se garantiza la calidad de los

Entrenamiento
Calificacion
Higiene Personal

Controles GSB
Controles ambientales

Presiones
Comunicacion entre departament

Temperatura
Mandmetro
Higrémetro

Personal | | Ambiente

resultados de los ensayos de
liberacion por control de
calidad, de la vacuna a virus
vivo atenuado, Candid # 1?
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6.2 SW+2H

Se continudé con el analisis utilizando la herramienta de calidad descripta en 5.3.3. Las

categorias de riesgo bajo fueron: Equipo-Maquina, Materia Prima-Materiales, Personal

y Ambiente. Se encontraron dentro de control cumpliendo con los estandares de

calidad para la realizacion de los ensayos y la normativa vigente.

La categoria Método-Validacion-Incertidumbre se consider6é de riesgo alto debido a

que fue necesario realizar la validacion de las metodologias para determinar Potencia,

Identidad y Humedad Residual; la revalidacién de los ensayos Esterilidad y LAL; la

verificacion de los métodos para determinar pH y Osmolalidad, como asi también, la

revision de la metodologia de Seguridad General (Tabla 2).

Tabla 2. Plan de accion 5W+2H correspondiente a la categoria considerada de

riesgo alto.
Item | ;Dénde? ¢Qué? ¢Por Qué? ¢Quién? | ;Cémo? ¢Cuando? | ;Cuanto?
Método Potencia El método no Realizar
37 | Validacion (POS TC-06) esta LR/JCH validacion 08/2014 No Aplica
Incertidumbre compendiado
Metodo dentidad | E! Metodo no Realizar
38 Validacion (POS TC-22) esta LR/JCH validacion 08/2014 No Aplica
Incertidumbre compendiado
El método se Realizar
Método Esterilidad encuentra analisis
39 |Validacion (POS TM-95 | validado. LR/JCH | retrospectivo. | nan014 | No Aplica
Incertidumbre Ref.: CFR21 omparar con Evalugmon de
610.12(a)) normativa necesidad de
vigente revalidacion
Seguridad
Método general El método se Realizar
40 Validacion (POS VV-06 |encuentra LR/JCH verificacion 08/2014 No Aplica
Incertidumbre | Ref.: CFR21 | compendiado
610.11)
Método Humedad El método no Realizar
41 Validacion residual se encuentra | LR/JCH validacién 08/2014 No Aplica
Incertidumbre | (POS-Q-34) |validado
Método El método se .
42 | Validacién gg)(POS Q- | encuentra LR/JCH \Ff:r?f'i'j:éién 08/2014 | No Aplica
Incertidumbre compendiado
Metodo Osmolalidad | ! Metodo se Realizar
43 Validacion (POS Q-11) encuentra LR/JCH verificacion 08/2014 No Aplica
Incertidumbre compendiado
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LAL (POS Q- | El método se Realizar
Método 14) enguentra analisis .
44 | Validacion LSJ(S)EXX'V’ validado. || ooy [retrospectivo. 1 nann1s | NG Aplica
Incertidumbre (TSI- Comparacu?n Evalu:.amon de
GSQ)2 - Q- | con normativa necesidad de
2-00 vigente revalidacion

El analisis realizado considerando las 5 (cinco) categorias se encuentra en el anexo |.

6.2.1 Método/ Validacion/Incertidumbre. Analisis

Diseno y ejecucion de ensayos de validacion.

Categoria: retrospectivo.
En el presente apartado se describen los métodos, sus fundamentos y los resultados
obtenidos en el marco del trabajo de tesis.

La validacion de los ensayos para la liberacion de la vacuna Candid # 1, como PT, se
realizdé retrospectivamente en algunos casos. En otros, como se describe a
continuacion, fue necesario el disefio de ensayos para calcular los parametros
necesarios en la validacion.

Se obtuvo la incertidumbre expandida asociada a la expresion del resultado en todos
los ensayos cuantitativos como son el ensayo de potencia, ensayo de identidad,

ensayo de humedad residual, ensayo de osmolalidad y ensayo de pH.

6.2.1.1 Ausencia de contaminantes: Ensayo de Esterilidad

6.2.1.1.1 Fundamentos del método

El ensayo de esterilidad se emplea para verificar la ausencia de contaminacion por
microorganismos en productos esterilizados o preparados asépticamente. Existen
consideraciones ambientales que deben tenerse en cuenta durante el desarrollo del
ensayo, el area de trabajo no debe estar expuesta a la luz ultravioleta directa ni
sometida a otros agentes esterilizantes y deben realizarse monitoreos microbiolégicos
del area durante los mismos. [39-47].

El ensayo de esterilidad que se realiza a la vacuna Candid # 1 como producto
terminado (PT),

aunqgue el mismo no es suficiente para suponer la esterilidad de la totalidad del lote

confirma que el producto cumple con los requisitos del ensayo

ensayado, dadas las limitaciones inherentes a la estadistica del muestreo. La
condicion de estéril se asegura a través de la validacion del proceso de llenado
aseéptico.

El ensayo se realiza en gabinete de seguridad biolégica ubicado en el laboratorio de

control y aseguramiento de calidad, el cual es certificado anualmente para evidenciar
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cumplimiento con los requisitos de un area grado A, de igual caracteristicas a la
empleada para el procesamiento aséptico durante el fraccionamiento de la vacuna.
Antes de efectuar el ensayo de esterilidad de la vacuna Candid # 1, se debe demostrar
la ausencia de actividad bacteriostatica y fungistatica del PT, como asi también, se
debe demostrar que la presencia de neomicina en la vacuna no tiene influencia en la
inhibicién de crecimiento microbiano. Lo anteriormente expuesto se realizé a través del
procedimiento que se describe en el punto 6.2.1.1.2. Este procedimiento se debe
efectuar cada vez que se cambia alguna condicién del ensayo o cuando exista un
cambio significativo en la composicién del producto.

Mediante el analisis retrospectivo de la documentacién surge que la validacién del
ensayo de esterilidad fue realizada en el afio 2003 con las exigencias normativas que
se encontraban vigentes en ese momento. En la actualidad los requisitos han
cambiado por lo que con el fin de ajustarse a los mismos, se disefié una revalidacién
del ensayo. Se incorporaron microorganismos a la revalidacion y se aumentd la
cantidad de lotes de validacién de PT. El diseho del ensayo de revalidacion se
corresponde con los requerimientos que se encuentran en la Farmacopea Nacional
Argentina [40].

6.2.1.1.2 Materiales y métodos

Lotes de validaciéon

Lote I: vacuna Candid # 1, Lote 24 A.

Lote Il: vacuna Candid # 1, Lote 25 A.

Lote IlI: vacuna Candid # 1, Lote 26 A.

Cepas de referencia

Cepas provenientes del Banco de Cepas del INEVH adquiridas en ATCC.
Medios de cultivo

Medio Tioglicolato: TIO Lote M # 1051.

Caldo Digerido de Caseina - Soja: CTS Lotes M # 1051, M # 1053, M # 1062,
M # 1080.

Tryptic Soy Agar: ATS Lotes M # 1051, M # 1053, M # 1062, M # 1080.
6.2.1.1.3 Disefio del ensayo de revalidacion

Se verifico la esterilidad de cada lote de medio de cultivo. Tabla 3.

Tabla 3. Esterilidad de medio de cultivo. Condiciones de incubacion.

Medio Temperatura Condicion Tiempo

Medio Tioglicolato 30-35°C Aerbbica 5 dias

Caldo Digerido de

Caseina-Soja

20-25°C Aerdbica 5 dias
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Se realiz6 el ensayo de promocidon de crecimiento de cada lote de medio de cultivo

para determinar la capacidad de promover el crecimiento microbiano [41-43]. Tabla 4.

Tabla 4. Promocion de crecimiento. Condiciones de incubacion.

Medio Microorganismo | Temperatura Condicion Tiempo
Medio Bacillus subtilis
30-35°C Aerébica 3 dias
Tioglicolato (ATCC 6633)
Medio Pseudomonas
Tioglicolato aeruginosa 30-35°C Aerbbica 3 dias
(ATCC 9027)
Medio Clostridium
Tioglicolato sporogenes 30-35°C Aerbbica 3 dias
(ATCC 11437)
Caldo Digerido
de Caseina- Bacillus subtilis
20-25°C Aerdbbica 5 dias
Soja (ATCC 6633)
Caldo Digerido
de Caseina- Candida albicans
20-25°C Aerbbica 5 dias
Soja (ATCC 10231)
Caldo Digerido
Aspergillus niger
de Caseina- 20-25°C Aerbbica 5 dias
_ (ATCC 34467)
Soja

Se ejecuto el ensayo de revalidacion del método de transferencia directa. EI mismo, se

llevo a cabo con 3 lotes diferentes de la vacuna Candid # 1, como PT. Para cada uno

de los lotes se inocularon 2 tubos de cada medio de cultivo (15 ml) con no méas de 100

UFC de los microorganismos especificados y con un volumen de vacuna Candid # 1

de 1ml. El volumen de medio de cultivo utilizado en los tubos control positivo fue de

16 ml. Se incluy6 dentro de

ambiente de fabricacién (Tabla 5).

la revalidacidbn una cepa aislada y caracterizada del
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Tabla 5. Revalidacion del método de transferencia directa. Condiciones de

incubacion.
Vacuna i
Medio Microorganismo . Temperatura | Condicion | Tiempo
Candid # 1
Medio Bacillus subtilis Lote |
30-35°C Aerbbica 5 dias
Tioglicolato (ATCC 6633) Lote Il
Lote IlI
Pseudomonas ]
Medio Lote |
o aeruginosa 30-35°C Aerbbica 5 dias
Tioglicolato Lote Il
(ATCC 9027)
Lote IlI
Clostridium ]
Medio Lote |
o sporogenes 30-35°C Aeroébica 5 dias
Tioglicolato Lote Il
(ATCC 11437)
Lote IlI
Caldo -
Digerido de | Bacillus subtilis Lote |
20-25°C Aerbbica 5 dias
Caseina- (ATCC 6633) Lote Il
Soja Lote IlI
Caldo -
Digerido de | Candida albicans Lote | .
. 20-25°C Aerdbica 5 dias
Caseina- (ATCC 10231) Lote Il
Soja Lote IlI
Caldo -
Digerido de | Aspergillus niger Lote | AT Acrobi 5 gi
Caseina- | (ATCC 34467) Lote Ii ) eroRes s
Soja Lote Il
Caldo -
Digerido de Lote |
*Kocuria rosea 20-25°C Aerbbica 5 dias
Caseina- Lote Il
Soja Lote IlI

*Cepa aislada del ambiente de produccién.
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6.2.1.1.4 Resultados
Se muestran a continuacion los resultados obtenidos. Ensayo de promocion de

crecimiento (Figura 3)
Figura 3. Ensayo de promocion de crecimiento: puntos de corte en medio liquido

y solido.

Tabla 6. Esterilidad de los medios de cultivo.

Lectura
Medio
Crecimiento (por duplicado)
TIO -/-
CTS -/-

Referencias: Crecimiento positivo: (+); Ausencia de crecimiento: (-).
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Tabla 7. Ensayo de promocion del crecimiento.

Lectura
Medio Microorganismo Crecimiento
(por duplicado)
B. subtilis
TIO (Recuento en placa 25/27 +/+
UFC)
P. aeruginosa
TIO (Recuento en placa 2/1 +/+
UFC)
C. sporogenes
TIO (Recuento en placa 12/13 +/+
UFC)
B. subtilis
CTS (Recuento en placa 25/27 +/+
UFC)
C. albicans
CTS (Recuento en placa 38/42 +/+
UFC)
A. niger
CTS (Recuento en placa 18/18 +/+
UFC)
K. rosea
CTS (Recuento en placa 25/27 +/+

UFC)
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Tabla 8. Ensayo de revalidacion del método de transferencia directa.

Vacuna Candid

Lectura

Medio Microorganismo 1 Crecimiento
(por duplicado)
- +/+
B. subtilis
Lote | +/+
TIO (Recuento en placa 25/27
Lote Il +/+
UFC)
Lote llI +/+
- +/+
P. aeruginosa
R ) | o1 Lote | +/+
ecuento en placa
o P Lote Il +/+
UFC)
Lote IlI +/+
- +/+
C. sporogenes
(R t ; gl 12/13 Lote | +/+
ecuento en placa
o P Lote Il +/+
UFC)
Lote Il +/+
- +/+
B. subtilis
Lote | / -/-\\
CTS (Recuento en placa 25/27
UFC) Lote Il ( /- )
Lote I \-/- /
C. albicans - A+
(Recuento en placa 38/42 Lote | +/+
CTS UFC) Lote Il +/+
Lote Il +/+
- +/+
A. niger Lote | Tt
R t I 2/1
CTS (Recuento en placa Lote I v
UFC)
Lote IlI +/+
- +/+
K. rosea
R t I 83/72 rote ! i
ecuento en placa
CTs ( P Lote Il +/+
UFC)
Lote IlI +/+

Del ensayo de revalidacibn se observa que la recuperacion del B. subtilis no es

reproducible en los distintos lotes de vacuna probados en el medio de cultivo CTS por

el método de transferencia directa y ademas los resultados obtenidos muestran que el
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crecimiento de B. subtilis en la mezcla de vacuna y medio de cultivo CTS no es
visualmente comparable a los tubos control positivo, por lo tanto, se decidié repetir una
parte de la revalidaciéon. Tabla 9.

Tabla 9. Revalidaciéon: Resultados de la repeticion con B. subtilis y medio de
cultivo CTS.

Lectura
Medio Microorganismo | Vacuna Candid # 1 Crecimiento
por duplicado
( duplicado)
- +/+
B. subtilis
1° Repeticion Lote | -/-
(Recuento en placa
CTS Lote Il L +/+ J
103/93 UFC)
Lote IlI -/-
- +/+
B. subtilis
2° Repeticion Lote | / -/-\
(Recuento en placa
crs 50/43 UFC) rote |l |+ ]
Lote Il V/y
- +/+
B. subtilis
3° Repeticion Lote |
(Recuento en placa +/-
CTS
10/11 UFC) +/-
Lote Il

Dado que la falta de reproducibilidad con el B. subtilis persistié en las repeticiones
realizadas, confirmandose de este modo que en las condiciones del ensayo no puede
garantizarse que el producto no produce efecto inhibidor del crecimiento del
microorganismo especificado, se adecuaron las condiciones segun lo permitido por la
Farmacopea Argentina. En este caso, se permite realizar una dilucion mayor del
producto, diluyendo asi el antibiético (ATB) presente en la muestra.

Por lo expuesto anteriormente, se decidid realizar la revalidacion del método de
transferencia directa aumentando el volumen de medio de cultivo y aumentando el
volumen de muestra el cual no debe superar el 10% del volumen de medio de cultivo.
Se realiz6 la prueba en las siguientes condiciones:

Volumen de medio de cultivo CTS: 60 ml

Volumen de vacuna Candid # 1: 2.75 ml (Lote I)

Se probaron distintas diluciones de B. subtilis. Tabla 10.
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Tabla 10. Revalidacion: Resultados de la repeticion con mayor volumen de B.

subtilis y medio de cultivo CTS.

Lectura
Medio Microorganismo | Vacuna Candid # 1 Crecimiento

(por duplicado)

B. subtilis - +/+

(Recuento en placa

CTS Lote |
34/26 UFC) @

Segun los resultados obtenidos y las repeticiones realizadas, se confirma que la
recuperacion del microorganismo B. subtilis no es reproducible en los distintos
ensayos, tanto en las condiciones iniciales como aumentando el volumen de medio de
cultivo y vacuna Candid # 1. Se reproduce el resultado obtenido en experiencias
anteriores: en algunos casos se recupera el microorganismo en cuestion y en otros no.
La metodologia no es reproducible sélo para la recuperacion del B. subtilis en el medio
de cultivo CTS en las distintas condiciones probadas. La recuperacion del resto de los
microorganismos ensayados que forman parte de la revalidacion fue, en todos los
casos, visualmente comparable con el control positivo.

Por lo tanto, se decidié implementar el método de filtracidn por membrana con el fin de
eliminar la actividad bacteriostatica que se observé para el micoorganismo B. subtilis
(Bioball, cepas comerciales cuantificadas NCTC 10400/ATCC 6633 MultiShot 550 —
Mixed Kit) en el medio de cultivo CTS.

El disefio del ensayo responde a los lineamientos que se encuentran descriptos en la
FNA [40], para ello se utilizé un equipo de filtracion al que se le colocd una membrana
de 0.45 um, se filtraron 20 viales de vacuna Candid # 1 (Lote 1), se lavd la membrana
con 3 porciones de 100 ml de solucion de lavado (Solucién A), incorporando en el
lavado final un inéculo correspondiente a 70 UFC de B. subtilis (180 pl de MultiShot
550) luego se coloc6d la membrana en una botella conteniendo 100 ml de medio de
cultivo CTS.

Para el control positivo, se repitié el procedimiento con microorganismo y medio, sin
vacuna Candid # 1.

Luego de la incubacién realizada en condiciones de aerobiosis, a una temperatura de
(20-25) °C durante 5 dias, se obtuvo crecimiento del microorganismo B. subtilis en el

medio de cultivo CTS, visualmente comparable al control positivo.
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6.2.1.2 Ensayo de Potencia

6.2.1.2.1 Fundamentos del método

Las pruebas de potencia estan destinadas a evaluar el contenido del antigeno en el
producto y se pueden efectuar por métodos in vivo e in vitro. Los métodos in vivo son
los mas utilizados para vacunas de virus inactivados. Los métodos in vitro, como los
cultivos de tejidos, son los mas utilizados para evaluar la potencia de vacunas a virus
vivos atenuados [51-64].

El ensayo de potencia se realiza para estimar el titulo de virus de la vacuna Candid #
1. Consiste en generar la infeccion viral de monocapas de células susceptibles que
puede inducir cambios celulares conocidos como efecto citopatogénico. Estos cambios
morfologicos inducidos por virus incluyen: estructura celular alterada, formacion de
células gigantes, vacuolizacion o lisis. Se adiciona una cubierta de agarosa para
restringir los cambios del efecto citopatogénico a areas discretas de la monocapa
limitando la diseminacion viral de célula a célula. Estas areas focales de infeccion se
visualizan macroscopicamente o microscépicamente como areas discretas o placas.
Se agrega como colorante, rojo neutro, para contrastar el area afectada con las células
adyacentes sin afectar [62]. Invertir cada placa y contar utilizando un marcador
indeleble el numero de UFP por well. Examinar los wells de control de células. No
deberian observarse placas y la monocapa deberia estar intacta. El recuento de UFP
obtenido es analizado para seleccionar la dilucion a usar para el calculo de titulo.
Debido al tamafio habitual de las placas que produce Candid # 1 en este sistema, se
recomienda la seleccion de la dilucibn donde se cuenten entre 10 y 30 placas. El
recuento de UFP de los 4 wells de la dilucion seleccionada se suma, y se divide por 4
para dar el recuento de UFP promedio por well.

El titulo es calculado por la siguiente formula

Titulo: recuento de UFP promedio en el volumen de inéculo (0.2 ml) x 5 (para
convertirlo en 1 ml) x inversa de la dilucién logaritmica de la muestra.

Ejemplo: promedio de 20 UFP por well en la dilucién 1/200 de la muestra

Titulo: 20 placas por well x 5 x 200 = 2.10* UFP/m.

El ensayo de potencia se considerara valido evaluando el titulo del VR y comparandolo
con la carta de control. Se utilizan como guia las reglas de Westgard sobre cartas de
control de Shewart.

6.2.1.2.2 Materiales y métodos

Células Vero C76 (70-90%) confluentes, sembradas 48 horas antes en bandejas de 6

wells, entre pasajes 34 a 42.
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Diluente: Eagle’s Minimal Essential Medium con sales de Earle (EMEM) +
suplementado con aminoacidos no esenciales (NEAA) + L-glutamina (3 mM total) +
2% Suero Fetal Bovino + 1% Penicilina + Streptomicina (P+S).

Medio para 1° overlay: 60% de medio para placas, 40 % de Agarosay 1% de P+S.
Medio para 2° overlay: 50% API + 50 % de Agarosa + 2,3 % de Rojo neutro.

25 viales VR, lote 5.

4 viales PT, lote 19 A.

Se realizd la validacion del ensayo de potencia mediante el disefio de diferentes
pruebas se determiné la precisiéon, sensibilidad, precision intermedia y robustez de la
metodologia.

6.2.1.2.3 Diseiio del ensayo de validacion

Se detallan a continuacién los parametros estudiados:

Precision

Se realizaron 10 determinaciones con la misma muestra de PT. Como control se
realizaron 2 determinaciones con el VR.

Sensibilidad

Se realiz6 el ensayo de potencia con una serie de diluciones del VR. Las diluciones
analizadas fueron: 1/10, 1/25, 1/50,1/100 y 1/200.

Precision intermedia

Se realizaron 20 determinaciones con distintas muestras del mismo lote de VR a
distintos horarios y con distintos analistas.

Robustez

Se evalud el ensayo de potencia en tres condiciones diferentes:

Condicioén I: Se realizé la hidratacion de tres viales de PT con distintos volumenes de
API: 5 ml, 5.5 mly 6 ml. Como control se realiz6 la determinacion del VR.

Condicion Il: Se realizd la determinacion con el VR, se incubaron las muestras a 36°C
con distintas concentraciones de CO,: 2.5 %, 5 % y 7.5 %.

Condicion lll: Se realiz6 la determinacion con el VR, se incubaron las muestras a una
concentracion del 5 % de CO, a distintas temperaturas: 34°C, 36°C y 38°C.

Se realizd una evaluacion estadistica de la incertidumbre, basada en datos
experimentales (Tipo A). Se calcul6 la incertidumbre expandida a partir del desvio
estandar obtenido en el ensayo de precision intermedia, asociada al resultado de la
medicidn, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente
asignados al mensurando.

6.2.1.2.4 Resultados

En la Figura 4 se observa el ensayo de potencia y las UFP durante la lectura.
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Figura 4. Ensayo de potencia: inoculacion de células con la dilucion viral;

recuento de UFP.

Los resultados obtenidos en UFP se transformaron logaritmicamente de modo de

normalizar la variable y calcular los parametros. Tabla 11.

Tabla 11. Ensayo de potencia. Distribucion normal. Parametros estadisticos.

Prueba Precision | Precision Robustez | Robustez Robustez
intermedia | (Hidratacion) (CO2) (Temperatura)

Promedio 4.5 4.3 4.2 4.4 4.3
SD 0.058 0.16 0.16 0.23 0.11
Promedio+SD 4.5 4.4 4.4 4.6 4.4
Promedio+2D 4.6 4.6 4.5 4.9 4.5
Promedio-SD 4.4 4.1 4.1 4.2 4.2
Promedio-2SD 4.4 4.0 3.9 3.9 4.1
CVv 1.3 3.7 3.8 5.3 2.6

Varianza 0.0033 0.025 0.025 0.054 0.013

Los resultados crudos de la validacion se encuentran en el Anexo Il.

La prueba de sensibilidad permitié6 demostrar un comportamiento lineal (R?*=0.9496) de

la metodologia. Grafico 3.

Se graficaron los resultados obtenidos de cada parametro estudiado como se

presentan a continuacion.
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Grafico 2. Determinacion de precision del ensayo de potencia.
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Grafico 3. Determinacion de sensibilidad del ensayo de potencia.
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Grafico 4. Determinacion de precision intermedia del ensayo de potencia.
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Grafico 5. Determinacion robustez del ensayo de potencia. Condicién I.
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Grafico 6. Determinacion robustez del ensayo de potencia. Condicioén Il.
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Grafico 7. Determinacion robustez del ensayo de potencia. Condicioén lll.
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6.2.1.2.4.1 Calculo de Incertidumbre Expandida
Incertidumbre Expandida (U =k u(y)) = 2x0.16
U=0.32

Expresion del resultado obtenido de una determinacion:
Y =(y £ U) UFP/ml

Para informar el resultado transformar Y en antilogaritmo
siendo,

U: incertidumbre expandida

u: desvio estandar de las 20 determinaciones
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k: factor de cobertura
y: resultado obtenido de cada determinacion

Y: expresion final del resultado

6.2.1.3 Ensayo de Identidad

6.2.1.3.1 Fundamentos del método

Los ensayos que miden la capacidad de los anticuerpos de inhibir la actividad
biolégica de los virus, deben utilizar la menor cantidad de virus que sea faciimente
detectable para maximizar el alcance al cual pequefias cantidades de anticuerpos
pueden producir inhibicion detectable. Ejemplo: ensayos de neutralizacién por
reduccion de placas (PRNT). El mecanismo por el cual anticuerpos especificos
transforman las particulas virales en no infecciosas involucra uniones de moléculas de
inmunoglobulinas a, o cerca de, estructuras de la superficie del virion involucradas en
la uniéon del virus a la membrana de la célula huésped. Debido a la simetria de las
particulas virales, cada una de ellas contiene mas de un sitio de union, de todas
maneras se requiere un numero limitado de moléculas de inmunoglobulinas para que
se produzca la neutralizaciéon [65,66]. Se ha encontrado en términos generales que la
determinacion de anticuerpos neutralizantes es un ensayo moderadamente sensible.
Uno de los métodos que mide anticuerpos neutralizantes es la técnica de reduccion de
placas. Este método utiliza la capacidad de los virus de diseminarse desde la célula
infectada a células vecinas produciendo placas, consistentes en un efecto citopatico
focal (CPE), la diseminacion a células distantes a través del fluido extracelular es
inhibido por la presencia de una capa semisoélida (overlay). Se calcula la reduccién de
un 80 % de UFP que generalmente se desarrollan.

La PRNT es el “estandar de oro” en el diagnéstico serolégico de infecciones por
arenavirus [66], detecta anticuerpos dirigidos primariamente a epitopes glicoproteicos
de superficie [67].

El conocimiento de la reaccion de neutralizaciéon del VJ por anticuerpos especificos
determina su utilizacion como base del ensayo de identidad de la vacuna Candid # 1.
La prueba de identidad es entonces, una reaccién antigeno — anticuerpo (Ag-Ac) que
tiene el propésito de corroborar que el contenido de la vacuna se corresponda con lo
declarado en la etiqueta del envase. Consiste en enfrentar la vacuna con antisuero
especifico (AE) producido en conejos, observando la neutralizacién por reduccion del
numero de placas. Se calcula el titulo del AE. Se debe observar que la vacuna ha sido

neutralizada.
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Figura 5. Esquema de neutralizaciéon por reduccion de placas.
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Tincién con colorante vital (rojo neutro)

Incubacion 24 horas, 37°C, CO;

(-
(-
(-
(-
Recuento de las placas de 1
lisis (UFP)

Lectura de UFP y calculo

6.2.1.3.2 Materiales y métodos

Células Vero C76 (monocapa epitelial de riidn de mono verde africano,
(Cercopithecus aethiopis) (70-90%) confluentes, sembradas 48 horas antes en
bandejas de 6 wells, entre pasajes 34 a 42.

La linea celular fue crecida en EMEM, suplementado con NEAA, 5% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado por calor (56° C durante 30 minutos), 293 pg/ml, L-glut 2 mM,
100 Ul Penicilina /ml y 100 pyg/ml de estreptomicina.

Las lineas celulares utilizadas son certificadas en su identidad y en no poseer
contaminantes extrafios (bacterias, hongos, mycoplasma y virus) [68].

Diluente de vacuna: EMEM suplementado con NEAA + 1% L-glutamina (3 mM total) +
2% Suero Fetal Bovino + 1% Penicilina + Streptomicina (P+S).

Medio para placas.

Agarosa 1%.

Rojo neutro al 2,3%.

API.

Antisuero especifico obtenido en conejo: lote pool 01-02; lote pool 02-02; lote 3c; lote
4,

Virus de Referencia (VR): lote (5-92); lote # 4; lote # 5; lote # 6.
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Para realizar la validacién de la prueba de identidad se utilizaron algunos de los
criterios que se encuentran en la FNA para la validacion del método inmunoquimico
[69,70]. Los mismos se detallan a continuacion.

El método inmunoquimico cuantitativo solo es valido si:

e El Ag o Ac no discrimina entre preparacién muestra y estandar

¢ El método no se ve afectado por otros componentes de la preparacidén muestra
o de sus excipientes, que pueden variar de una muestra a otra. Estos
componentes pueden incluir concentraciones elevadas de otras proteinas,
sales, conservantes o actividad proteolitica contaminante.

e Hay ausencia de errores sistematicos, ligados a la secuencia en la que se ha
efectuado la determinacién.

Para verificar estos criterios, el método de validacion debe respetar lo siguiente:

e La valoracion se realiza, al menos, por triplicado.

e La valoracion incluye, como minimo, 3 diluciones diferentes de la preparacion
estandar y 3 diluciones diferentes de la preparacibn muestra que
supuestamente presentan una actividad similar a la preparacion estandar.

e El disefio es aleatorizado.

e Si la preparacibn muestra es un suero o si estd formulada con otros

componentes, el estandar se prepara de la misma manera.

A continuacién se muestra con un ejemplo como realizar el calculo del titulo:

Con el fin de calcular el numero de UFP que correspondera a un dado porcentaje de
reduccion de las mismas como evidencia de neutralizacién se realizan series de
diluciones del virus en estudio y del virus Junin de referencia, se elige la dilucién
donde se cuente aproximadamente 30 UFP y se calcula el numero de UFP que
corresponda al porcentaje de neutralizaciéon requerido.

Se requiere el 80% de la neutralizacion de las placas, se multiplica el promedio de
placas obtenido en el virus por 0,2.

Ej.: el numero de placas promedio = 80 entonces 80 x 0,2 = 16

El titulo del antisuero sera la dilucion mas alta que causa una reducciéon del 80% en el
numero de placas y es llamado titulo de neutralizacién por reduccién de placasgg
(PRNTgo).

En el ejemplo anterior sera la mas alta dilucién del suero que dé un contaje menor a
16 placas.

Calculo del titulo: (se eligen las diluciones del suero en funcién de los datos histéricos.)
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Ejemplo:

Dilucion del Suero Promedio de UFP
1:10 0

1:100 12 PC,
1:1000 60 PC,

Log titulo neutralizante del suero = log dilucién del suero + PRN g, - PC4 x log factor
de dilucién PC, - PC,

=log 100 + 16 - 12 xlog 10 =
60 - 12

=log 100+ 4 xlog 10 =
48

=2+ (0,835 x 1) = 2,0833

Titulo neutralizante del suero= antilog 2,083 = 121

Para los ensayos de precision intermedia y linealidad se utilizaron lotes aprobados de
VR y AE. La validacion se realiz6 en forma retrospectiva.

6.2.1.3.3 Diseiio del ensayo de validacion

Se detallan a continuacién los parametros estudiados:

Linealidad

Se establecio a partir de 12 determinaciones realizadas en distintas diluciones 1:500,
1:1000, 1:2000 de distintos lotes de suero (AE).

Precision intermedia

Se realizaron 22 determinaciones con distintas muestras de lotes de VR, distintos lotes
de AE, a distintos horarios y distintos analistas.

Se realizd una evaluacion estadistica de la incertidumbre, basada en datos
experimentales (Tipo A). Se calcul6 la incertidumbre expandida a partir del desvio
estandar obtenido en el ensayo de precision intermedia.

6.2.1.3.4 Resultados

Se muestran a continuacién los parametros calculados para los distintos ensayos a

partir de resultados histoéricos. Tabla 12.
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Tabla 12. Prueba de identidad. Distribucion normal. Parametros estadisticos.

Prueba Precision intermedia

Promedio 3.0

SD 0.15
Promedio+SD 3.1
Promedio+2SD 3.3
Promedio-SD 2.8
Promedio-2SD 2.7
Ccv 5.0

Varianza 0.022

Los resultados crudos de la validacion se encuentran en el Anexo lll.
Se graficaron los resultados obtenidos de cada parametro como se presenta a

continuacion.

Grafico 8. Determinacion de linealidad de la prueba de identidad.
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Grafico 9. Determinacion de precision intermedia de la prueba de identidad.
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6.2.1.3.4.1 Calculo de Incertidumbre Expandida
Incertidumbre Expandida (U = k u(y)) = 2x0.15

U =0.30

Expresion del resultado obtenido de una determinacion:
Y = (y * U) Titulo

Para informar el resultado transformar Y en antilogaritmo
siendo,

U: incertidumbre expandida

u: desvio estandar de las 22 determinaciones

k: factor de cobertura

y: resultado obtenido de cada determinacion

Y: expresion final del resultado

6.2.1.4 Toxicidad: Seguridad General

6.2.1.4.1 Fundamentos del método

El ensayo de Seguridad General o también llamado ensayo de Toxicidad Anormal se
emplea para demostrar la presencia de contaminantes toxicos extrafios en productos
biolégicos para ser administrados en humanos. La prueba consiste en la inyecciéon
parenteral del maximo volumen de producto tolerado en dos ratones y en dos cobayos.
Luego de la inoculacién, todos los animales testeados son observados por cualquier
reaccion significativa, imprevista, no especifica que pudiera indicar una diferencia en

la calidad del producto [71].
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6.2.1.4.2 Método

Para la liberacion de cada lote de vacuna Candid # 1, se seleccionan no menos de 2
cobayos que pesen entre (400 £ 40) g y no menos de 2 ratones que pesen entre (22 +
2) g, que no hayan sido empleados en ningun ensayo previo.

La vacuna Candid # 1 se reconstituye con 5.5 ml de APl y se inyecta por via
intraperitoneal 0.5 ml del la vacuna por cada raton y 5 ml de la vacuna en cada cobayo
Cada animal debe ser pesado antes de la primera inyeccion y al finalizar el ensayo,
registrando los pesos individualmente. La duracion del ensayo es de 7 dias para cada
especie. La observacion de los animales debe realizarse diariamente. Los animales no
deben presentan respuestas inesperadas al producto y el peso de los mismos al
finalizar el periodo de ensayo no debe ser menor al que tenian al comienzo del mismo
[72].

6.2.1.4.3 Resultados

Se realiz6 el analisis retrospectivo de la totalidad de los lotes de vacuna Candid # 1
elaborada en el INEVH desde el afo 2003. Debido a las caracteristicas
observacionales del método y constatando que se ha cumplido los requisitos vigentes
tanto de CFR 21 [71] como FNA [72], no resultd necesario realizar ni ensayos ni

analisis complementarios.

6.2.1.5 Pureza: Ensayo de Endotoxinas

6.2.1.5.1 Fundamentos del método

El ensayo de endotoxinas bacterianas se aplica a la determinacién o cuantificacion de
endotoxinas provenientes de las bacterias Gram negativas, empleando como reactivo,
lisados de amebocitos circulantes del cangrejo herradura Limulus polyphemus (ensayo
LAL). Cuando se enfrenta el reactivo a soluciones que contienen endotoxinas produce
gelificacion. La reaccion requiere la presencia de cationes bivalentes. La velocidad de
reaccion depende de la concentraciéon de endotoxina, del pH y de la temperatura. El
lisado contiene un sistema enzimatico que actua en cascada y que se activa
progresivamente en presencia de endotoxinas. Como resultado final, la proteina
coagulable (coagulégeno) se transforma en un gel (coagulina), siendo la base del
método de gel en tubo. [73,74].

6.2.1.5.2 Método

Con el ensayo LAL se semicuantificd la concentracion de endotoxinas bacterianas que
pudieran estar presentes en la vacuna Candid # 1 por comparacion directa de la
reaccion obtenida de la vacuna como PT, con la obtenida con diluciones paralelas de
endotoxina de referencia de concentracion conocida de endotoxina expresada como
Unidades de Endotoxina (UE). [75,76].
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El limite de endotoxina (LE) para la vacuna Candid # 1 se calcula de la siguiente
manera

LE= K/M = 5 EU/kg (para administracion parenteral)/0.5 ml (dosis) = 10 EU/kg.ml x 70
kg (masa corporal promedio adultos) = 700 EU/ml

Siendo,

K: la dosis maxima de endotoxinas admitida (UE) por kg de peso corporal en humano.
M: la dosis maxima (en mg o Ul) recomendada para ser administrada por kg de peso
corporal en humanos.

Segun la Farmacopea Argentina 7™ edicion [77] el calculo de MDV, cuando en la
monografia, el limite de endotoxina especificado es en EU/mI, se debe dividir el limite

de endotoxina por A (sensibilidad del lisado en EU/ml, declarado en el rétulo).

MDV= 700 EU/mI = 23333
0.03 EU/ml

Contenido de
endotoxina = Sensibilidad (0.03 EU/mI) =

antilog(Sumatoria del log4o_1er dilucién negativa expresada como fraccion)

n° de repeticiones

Se proces6 una serie de diluciones (por duplicado) y se realizaran los calculos. Ej.: si
da positivo en las 2 diluciones de 1/1250 y negativo en las 2 diluciones 1/2500, los
calculos seran los siguientes.
Contenido de endotoxina = Sensibilidad (0.03 EU/mI) =75 EU/mI
antilog (log 19_1/2500 + log 1¢_1/2500)
2

Contenido de endotoxina seria <75 EU/ml que estaria dentro de los limites aceptables.

Se establecen las diluciones a procesar en virtud de los datos historicos.
6.2.1.5.3 Resultados
Se realiz6 la validacion del Ensayo LAL en el afio 2001.
Antes de llevar a cabo el método gel en tubo, ensayo limite y semicuantitativo, se
verifico:
e Que todos los materiales y reactivos a usar no contengan endotoxinas
bacterianas

e La sensibilidad del lisado, A
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e La ausencia de factores interferentes en las muestras a analizar. Los
resultados son validos siempre que se haya demostrado previamente que las
muestras a analizar no inhiban ni intensifiquen la reaccion.

Como asi también se determin6:

¢ Ensayo para la confirmacion de la sensibilidad del lisado

e Maxima dilucién valida (MDV)

e Ensayo de inhibicién o intensificacion

e Ensayo limite

e Ensayo semicuantitativo

Se realizé el analisis retrospectivo de la validacion realizada en el ano 2001. La misma
se encuentra en cumplimiento con los requisitos vigentes tanto de FNA [76] como de
USP [75].

6.2.1.6 Pureza: Humedad Residual

6.2.1.6.1 Fundamentos del método

La liofilizaciéon se utiliza satisfactoriamente para la preservacion y almacenamiento de
varias vacunas, cultivos microbianos y otros productos biolégicos labiles garantizando
su integridad, potencia y otras propiedades.

La humedad residual es el parametro usado para describir el bajo nivel de agua
superficial, usualmente entre 1 % y 5 %, remanente en vacunas liofilizadas u otros
biolégicos luego de que el solvente acuoso ha sido removido durante el proceso de
liofilizacion (sublimacién al vacio).

El término “humedad residual” de la muestra puede representar agua en diferentes
estados debido a interacciones fisicas y quimicas con el material y ademas debido a la
configuracién geométrica del espacio que puede ocupar.

La recomendacion de la FNA es emplear el método de titulacion volumétrica directa
por Karl Fischer. La determinacién de agua por dicho método se basa en la reacciéon
cuantitativa entre el agua y un reactivo constituido por dioxido de azufre e iodo en
presencia de metanol y una base organica como la piridina, segun la siguiente
ecuacion:

l, + SO, + 3CsHsN + CH30H +H,0 —— 2 (CsHsN'H)I™ + (CsHsN'H) OSO,0CH;

La determinacion del contenido de humedad residual se realiza mediante una
valoracion culombimétrica segun Karl Fischer con indicacién volumétrica. [78-82].

Para realizar las determinaciones de humedad residual, segun el método Karl Fischer,
se utiliza el equipo Mettler Toledo DL31, que es un instrumento de analisis controlado

por microprocesadores.
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6.2.1.6.2 Materiales y métodos

Equipo: Titulador Mettler Toledo DL31
Fecha de ultima calibracién: 21/04/2014
Titulante

CombiTitrant 5 Keto Merck. Cat.: 188006
Lote: HX132346

Vencimiento: 30/11/2014

Solvente: Disolvente Merck. Cat.: 188015
Lote: HX386214

Vencimiento: 30/04/2016

Patrén primario (PP)

Sodium tatrate dihydrate Water standard for volumetric Karl Fischer Titration
(volumetric standard) apura Merck. Cat.: 106664

Spec. values pérdida por secado: 15,61 - 15,71 %

batch value: 15,70 % (valor del certificado)

Lote: A0674964418

Vencimiento: 30/04/2016

Lotes de validacién

PT lotes: 19 A; 20 A; 21 A; 22 A; 23 A; 24 A; 25 A; 26 A.

Se realiz6 la validacion del ensayo de determinacion de humedad residual mediante el

disefio de diferentes pruebas. Se determind la precision, exactitud y precision
intermedia de la metodologia.

6.2.1.6.3 Diseiio del ensayo de validacion

Se detallan a continuacion los parametros estudiados:

Precision

Se realizaron 12 determinaciones con el mismo PP, el mismo analista en el mismo dia.
Exactitud

Se realizaron 9 determinaciones con el mismo PP, el mismo analista en el mismo dia.
Precisién intermedia

Se determiné de forma retrospectiva teniendo en cuenta los resultados obtenidos en 8
determinaciones con distintos lotes de PT a distintos momentos y con distintos
analistas.

Precision intermedia. Influencia de la temperatura y la humedad relativa del
ambiente

Se evaluaron los resultados obtenidos en 21 determinaciones con el mismo PP a
distintos momentos con distintos analistas. Se evalué la influencia de la temperatura y

la humedad relativa del ambiente.
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Se realizd una evaluacion estadistica de la incertidumbre, basada en datos
experimentales (Tipo A). Se calcul6 la incertidumbre expandida a partir del desvio
estandar obtenido en el ensayo de precision intermedia.

6.2.1.6.4 Resultados

Se muestran a continuacién los parametros obtenidos. Tabla 13.

Tabla 13. Determinacion de humedad residual. Parametros estadisticos.

Precision
Intermedia PP
o Temperatura
Prueba Precision Exactitud Precision (22.1-23.1)°C
intermedia
Humedad
relativa
(35.6-58.9)%
Promedio 16 16 2.3 16
SD 0.34 0.38 0.29 0.52
Promedio+SD 16 16 2.6 16
Promedio+2D 16 17 2.9 17
Promedio-SD 15 15 2.0 15
Promedio-2SD 15 15 1.8 15
Cv 2.2 2.4 12 3.2
Varianza 0.12 0.15 0.085 0.27

Los resultados crudos de la validacion se encuentran en el Anexo IV.
Para la prueba de exactitud mediante la aplicacién de t-Student, se realiz6 la
comparacion entre el resultado obtenido promedio y el valor asignado al PP por el

proveedor. No se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05).
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Grafico 10.

Determinacion de precision en el ensayo de humedad residual.
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Grafico 11.

Determinacion de exactitud en el ensayo de humedad residual.
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Grafico 12. Determinaciéon de precision intermedia en el ensayo de humedad

residual.
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Grafico 13. Determinacion de precision intermedia en el ensayo de humedad

residual. Influencia de la temperatura ambiente.
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Grafico 14. Determinacion de precision intermedia en el ensayo de humedad

residual. Influencia de la humedad relativa ambiente.
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6.2.1.6.4.1 Calculo de Incertidumbre Expandida
Incertidumbre Expandida (U = k u(y)) = 2x0.29 = 0.58
U=0.58

Expresion del resultado obtenido de una determinacion:
Y=(yxU) %

siendo,

U: incertidumbre expandida

u: desvio estandar de las 8 determinaciones

k: factor de cobertura

y: resultado obtenido de cada determinacion

Y: expresion final del resultado

6.2.1.7 Pureza (monitor): Ensayo de Osmolalidad

6.2.1.7.1 Fundamentos del método

La concentracién osmolar se expresa en osmoles de soluto por litro de solucion, pero
generalmente se emplea un submultiplo miliosmoles (mosmol) de soluto por litro de
solucién. ldealmente, el peso de un osmol es el peso de la molécula gramo de una
sustancia dividido por el nimero de iones o especies quimicas osmoéticamente activas
(n) formados con la disolucién.

La concentracion osmolal se expresa en osmol por kilogramo de solvente, pero el

submultiplo empleado generalmente es miliosmoles por kilogramo (mosmol/kg).
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A medida que aumenta la concentracion de soluto aumenta la interaccion entre las
particulas disueltas y disminuye la osmolalidad real con respecto al valor ideal. La
desviacion de las condiciones ideales es generalmente pequefia en soluciones dentro
del intervalo fisioldgico. En soluciones de alta concentracién, la osmolalidad real puede
tener valores considerablemente inferiores a los ideales.

Cada osmol de soluto agregado a 1 kg de agua disminuye el punto de congelacién en
1.858 °C y la presion de vapor baja aproximadamente 0.3 mm Hg a 25 °C. Estos
cambios fisicos son cuantificables lo que permite estimaciones exactas de las
concentraciones osmolales. La relacion entre la miliosmolalidad y el descenso
crioscopico se expresa en la siguiente férmula:

Osmolalidad (mosmol/kg) = (AT/1.858) 1.000 mosmol/kg

Cuando se emplean osmémetros que miden el descenso crioscopico, un volumen
medido de solucién se coloca en un tubo de vidrio sumergido en un bafo de
temperatura controlada. Se coloca en la solucion un termistor y un sistema de
vibracién y la temperatura del bafio se reduce hasta lograr que la solucion se sobre
enfrie. El sistema de vibracién se activa para inducir la cristalizacion del agua en la
solucién muestra y el calor de fusion liberado aumenta la temperatura de la mezcla
hasta su punto de congelacion. A través de un puente de Wheatstone, el punto de

congelacioén registrado se convierte en una medida de la osmolalidad.

Al disolver un soluto en un disolvente puro, se producen los siguientes cambios de
propiedades de la solucion:

e se reduce el punto de congelacion,

e se eleva el punto de ebullicion

e aumenta la presiéon osmética

e disminuye la presion de vapor
Estas propiedades se denominan “coligativas” o de concentracién de la solucion.
Dentro de ciertos limites, estas propiedades cambian en forma directamente
proporcional a la concentracion de soluto.
El punto de congelacion es la propiedad coligativa que permite determinar facilmente y
con gran precision la concentracion de una solucion.
La osmolidadad es una unidad comun para medir la concentracién, y se puede utilizar
como elemento relacionante entre todas las propiedades coligativas y con otras
unidades de medicién de concentraciéon [83-85].
Con el instrumento Osmémetro Advanced Mod. 3250 se determiné la osmolalidad de
la vacuna Candid # 1. Se cuantifica la concentracion osmoética del PT, definida como

el numero de osmoles de soluto por kg de solvente.
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6.2.1.7.2 Materiales y métodos
Instrumento Osmémetro Advanced Mod. 3250
Fecha ultima calibracion: 29/09/2014

Patrones de calibracion

100 mOsm/kg. Advanced Instruments, INC.
Intervalo esperado: (98-102) mOsm/kg

Lote: 3424C261

Fecha de vencimiento: 01/2017

1500 mOsm/kg. Advanced Instruments, INC.
Intervalo esperado (1492,5-1507,5) mOsm/kg
Lote: 0404300

Fecha de vencimiento: 04/2015

Solucion de referencia

Fiske Accuref 290

Intervalo esperado: (288-292) mOsm/kg
Lote: 2782C390

Fecha de vencimiento: 03/2015

Se realizd la validacién del ensayo de determinacidon de osmolalidad mediante el
disefio de diferentes pruebas. Se determind la precision, exactitud y precision
intermedia de la metodologia.

6.2.1.7.3 Diseiio del ensayo de validacion

Se detallan a continuacion los parametros estudiados:

Precision

Se realizaron 10 determinaciones con el mismo patréon 100 mOsm/kg, el mismo
analista en el mismo dia y 10 determinaciones con el mismo patron 1500 mOsm/kg, el
mismo analista en el mismo dia.

Exactitud

Se realizaron 10 determinaciones con el mismo patrén 100 mOsm/kg, el mismo
analista en el mismo dia y 10 determinaciones con el mismo patron 1500 mOsm/kg, el
mismo analista en el mismo dia.

Precision intermedia

Se determind de forma retrospectiva teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
18 determinaciones con distintos lotes de PT a distintos momentos y con distintos
analistas.

Se realizd una evaluacion estadistica de la incertidumbre, basada en datos
experimentales (Tipo A). Se calcul6 la incertidumbre expandida a partir del desvio

estandar obtenido en el ensayo de precisién intermedia.
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6.2.1.7.4 Resultados

Se muestran a continuacioén los parametros obtenidos. Tabla 14.

Tabla 14. Ensayo de Osmolalidad. Parametros estadisticos.

Precision Precision Exactitud Exactitud
Precision
Prueba 100 1500 100 1500
intermedia
mOsm/kg mOsm/kg mOsm/kg mOsm/kg
Promedio 100 1483 100 1483 280
SD 1.25 14.61 1.25 14.61 6.28
Promedio+SD 102 1497 102 1497 286
Promedio+2D 103 1512 103 1512 292
Promedio-SD 99.0 1468 99.0 1468 274
Promedio-2SD 97.8 1453 97.8 1453 268
cv 1.25 0.9853 1.25 0.9853 2.24
Varianza 1.57 213.4 1.57 213.4 394

Los resultados crudos de la validacion se encuentran en el Anexo V.

Para la prueba de exactitud mediante la aplicacion de t-Student, se realiz6 la

comparacion entre el resultado obtenido promedio y el valor asignado al calibrador por

el proveedor. No se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05) para el calibrador de

100 mOsm/kg. En caso contrario, se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) para
el calibrador de 1500 mOsm/kg.

Se graficaron los resultados obtenidos de cada parametro como se presenta a

continuacion.

Grafico 15. Determinacion de precision en el ensayo de osmolalidad. Patrén 100

mOsm/kg H,0.
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Grafico 16. Determinacion de precision en el

1500 mOsm/kg H,O.
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Grafico 17. Determinacion de exactitud en el ensayo de osmolalidad. Patron 100
mOsm/kg H,0.
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Grafico 18. Determinacion de precision en el ensayo de osmolalidad. Patron

1500 mOsm/kg H,O.
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Grafico 19. Determinacion de precision intermedia en el ensayo de osmolalidad.
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6.2.1.7.4.1 Calculo de Incertidumbre Expandida
Incertidumbre Expandida (U = k u(y)) = 2 x6.28 = 12.56
U=12.6

Expresion del resultado obtenido de una determinacion:
Y =(y # U) mOsm/kg

siendo,

U: incertidumbre expandida

u: desvio estandar de las 18 determinaciones
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k: factor de cobertura
y: resultado obtenido de cada determinacion

Y: expresion final del resultado

6.2.1.8 Pureza (monitor): Ensayo de pH
6.2.1.8.1 Fundamentos del método
El pH es un indice numérico que se emplea para expresar el grado de acidez o
alcalinidad de una solucion. La determinacion del pH se realiza empleando un medidor
del pH, calibrado y capaz de reproducir valores de pH con variaciones menores a 0.02
unidades de pH, empleando un electrodo indicador sensible a la actividad del i6n
hidrégeno, como el electrodo de vidrio, y un electrodo de referencia apropiado, como
por €j,. colomel o plata-cloruro de plata. La determinacioén del pH se realiza mediante
la medicién de la diferencia del potencial entre el par de electrodos. Las mediciones
se hacen (25+2)°C, a menos que se especifique de otro modo en la monografia
correspondiente.
La escala de pH se define por:
pHx=pH +(E.-E)

k
siendo, pH, es el pH de la solucion muestra, pH, es el pH de la solucién de calibracion,
E. y E, son los potenciales medios cuando la celda contiene la solucidbn muestra y la
solucién de calibracion, respectivamente. El valor k es el cambio en el potencial por
cada unidad de pH y es teodricamente [0.05916 + 0.000198(t-25°C)] voltios a la

temperatura t.

Los valores de pH medidos de esta manera no corresponden exactamente a los
obtenidos mediante la definicion clasica pH = -log [H*]. Cuanto mayor es la similitud
entre la composicion de la solucion muestra y la composicion de la solucién de
calibracion, el pH operativo se acerca mas al pH teérico. Cabe destacar que cuando se
calibra medidor del pH empleando una solucion calibracion (solucion reguladora
acuosa) y luego se lo emplea para medir el pH de una soluciébn no acuosa o una
suspension, se modifican la constante de ionizacién del acido o la base, la constante
dieléctrica del medio, el potencial de contacto de los liquidos de la pila (que puede
ocasionar errores de aproximadamente 1 unidad de pH), asi como la respuesta a los
iones hidrogeno del electrodo empleado. Por estas razones, los valores obtenidos con
estas soluciones de caracter parcialmente acuoso, pueden considerarse solamente

como valores aparentes de pH.
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Para calibrar el medidor del pH seleccionar dos soluciones de calibracion cuya
diferencia de pH no exceda 4 unidades, de manera tal que el pH a determinar esté

comprendido entre ambos valores [86, 87].

Se realiz6 la medicion del pH de la vacuna Candid # 1 con el peachimetro Orion 920-
A. De esta manera se determina la actividad del i6n hidrogeno por medida
potenciométrica entre el electrodo de referencia y el indicador.

6.2.1.8.2 Materiales y métodos

Instrumento Medidor de pH Orion Modelo 920 A

Fecha de ultima calibracién: 11/11/2014

Soluciones de Calibracion

Buffer pH 4 (HANNA instruments)

Lote: 2210

Vencimiento: 02/2015

Buffer pH 7 (HANNA instruments)

Lote: 4939

Vencimiento: 09/2017

Se realizd la validacion del ensayo de determinacién de pH mediante el disefio de

diferentes pruebas. Se determiné la precision, exactitud y precision intermedia de la
metodologia.

6.2.1.8.3 Diseiio del ensayo de validacion

Se detallan a continuacién los parametros estudiados.

Precision

Se realizaron 10 determinaciones con el mismo buffer pH 7, el mismo analista en el
mismo dia.

Exactitud

Se realizaron 10 determinaciones con el mismo buffer pH 7, el mismo analista en el
mismo dia.

Precisién intermedia

Se determiné de forma retrospectiva teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
18 determinaciones con distintos lotes de PT a distintos momentos y con distintos
analistas.

Se realizd una evaluacion estadistica de la incertidumbre, basada en datos
experimentales (Tipo A). Se calcul6 la incertidumbre expandida a partir del desvio
estandar obtenido en el ensayo de precision intermedia.

6.2.1.8.4 Resultados

Se muestran a continuacion los parametros obtenidos. Tabla 15
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Tabla 15. Ensayo de pH. Parametros estadisticos

Prueba Precision Exactitud Precision
intermedia
Promedio 7.0 7.0 6.9
SD 0.018 0.018 0.088

Promedio+SD 7.0 7.0 7.0
Promedio+2D 71 71 71
Promedio-SD 7.0 7.0 6.8
Promedio-2SD 7.0 7.0 6.7
CVv 0.26 0.26 1.3

Varianza 0.00034 0.00034 0.0077

Los resultados crudos de la validacion se encuentran en el Anexo VI.

Para la prueba de exactitud mediante la aplicacion de t-Student, se realiz6 la
comparacion entre el resultado obtenido promedio y el valor asignado al buffer de
referencia de pH 7. No se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05).

Se graficaron los resultados obtenidos de cada parametro como se presenta a
continuacion.

Grafico 20. Precisién en el ensayo de pH.
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Grafico 21. Exactitud en el ensayo de pH.
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Grafico 22. Precision intermedia en el ensayo de pH.
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6.2.1.8.4.1 Calculo de Incertidumbre Expandida
Incertidumbre Expandida (U =k u(y)) = 2 x0.088 = 0.176
U=0.18

Expresion del resultado obtenido de una determinacion:
Y=(yxU)pH

siendo,

U: incertidumbre expandida

u: desvio estandar de las 18 determinaciones

k: factor de cobertura
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y: resultado obtenido de cada determinacion

Y: expresion final del resultado
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7.

DISCUSION

La utilizacion de herramientas de calidad permiti6 analizar la
problematica planteada y conocer exhaustivamente las distintas metodologias
que se utilizan para la liberaciéon de la vacuna Candid # 1, como asi también
evaluar oportunidades de mejora para ser incorporadas a la rutina de trabajo.
Se analizaron los factores que contribuyen a la calidad de los resultados de los
ensayos mediante la utilizacion de herramientas de calidad, principalmente, el
diagrama de Ishikawa. El estudio evidencié la necesidad de aplicar e
implementar mejoras en la categoria “Método”. Las 4 categorias restantes
analizadas en el diagrama de Ishikawa se encontraron bajo control. En la
categoria “Equipo/ Maquina” se observo que el equipamiento que se utiliza
para realizar los ensayos esta calibrado cumpliendo con el programa de
calibracion perteneciente al sistema de gestion de calidad del INEVH. Con
respecto a la categoria “Materia Prima/ Materiales”, la compra de los insumos
se realiza a proveedores reconocidos en el mercado, se controlan los mismos y
en el caso de que acompainie al insumo el certificado de analisis, éste se revisa
y se almacena en el laboratorio. EI material de vidrio se acondiciona en el
INEVH por personal calificado siguiendo el procedimiento que se encuentra
documentado. Con respecto a la categoria “Personal”’, el mismo se encuentra
capacitado y calificado para la tarea que realiza. Por ultimo en relacién a la
categoria “Ambiente”, se realiza la limpieza, el monitoreo de temperatura,
presion, humedad y controles ambientales como se detalla en los

procedimientos.

Luego del analisis de la categoria “Método” se lograron implementar las

mejoras que se discuten a continuacion.

El ensayo de esterilidad se realiza por el método de inoculacion directa,
producto de la transferencia tecnolégica proveniente de The Salk Institute,
GSD, USA. La normativa fue cambiando siendo los requisitos actuales para la
validacion del ensayo mas exigentes.

Al disefio de la revalidacion fue necesario incorporar distintos microorganismos
de prueba como asi también aumentar la cantidad de lotes de vacuna. De los 6
microorganismos que se utilizaron solo la recuperacién de uno de ellos (B.
subtilis) y en uno de los medios de cultivo probados (CTS) no resulté

reproducible con los lotes de vacuna ensayados. Se realizaron cambios en el
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meétodo sugeridos por la bibliografia. Con el aumento de la dilucion de la
muestra no se obtuvieron los resultados esperados. Se debid probar con un
cambio de método a filtracion por membrana. De esta manera se logro la
recuperacion del B. subtilis en CTS. Los microorganismos que se utilizan en la
validacién del ensayo de esterilidad son cepas de referencia que abarcan un
espectro amplio de posibles contaminantes, por lo tanto es indispensable
demostrar la recuperacién de las mismas para garantizar que la vacuna no
produce un efecto inhibidor. Del presente estudio surge la necesidad de
realizar un cambio de la metodologia de analisis de transferencia directa a
filtracion por membrana. Para el método en cuestion se obtuvo una mejora
significativa, detectdndose la necesidad de realizar un cambio metodolégico

que brinda mayor seguridad en la liberacion del producto.

Con respecto al ensayo de potencia, parametro asociado a la eficacia
de la vacuna, se demostré que la metodologia es robusta para las distintas
condiciones de ensayo probadas (cambios controlados de la temperatura de
incubacioén, concentracion de CO, y volumen de hidratacion de la muestra) en
los que se obtienen valores promedios que se encuentran +/- 1SD del ensayo
de precision intermedia. Cabe destacar que a pesar de ser un ensayo biolégico
con la variabilidad intrinseca caracteristica de los mismos, posee un
comportamiento homogéneo demostrado en el ensayo de precisiéon (CV=1.3
%). El parametro exactitud no pudo establecerse debido a que se carece de un
material de referencia certificado y no se cuenta con laboratorios para la
ejecucion de ensayos de aptitud. El ensayo demostré ser sensible
detectandose virus hasta la mayor dilucion probada del VR (1/200)
presentando ademas un comportamiento lineal (R*= 0.9496). Se realiz6 la
evaluacioén tipo A de la incertidumbre mediante el analisis estadistico de los
valores obtenidos experimentalmente a partir de los resultados del ensayo de
precision intermedia, por ser el de mayor aporte de variabilidad en la
determinacién. Se calcul6 la incertidumbre expandida (U) asociada a la
expresion del resultado utilizando VR. Al realizar los ensayos de liberacién de
lote, la potencia se determina por triplicado y se informa el valor promedio. El
desvio estandar de las determinaciones se comparara con la U calculada. Por
otra parte, siendo el limite inferior de la especificacion 1.10* UFP/ml (4
unidades logaritmicas), sabiendo que U para el ensayo de potencia es 0.32, la
potencia obtenida deberd ser mayor a 2.1 10* UFP/ml (4 + 0,32= 4,32;
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antilogq 4.32=2.09 .10*) y menor a 4.3 .10° UFP/ml (5.95 - 0,32= 5,63; antilogo
5.63= 4.3 .10° UFP/m).

Con respecto al ensayo de Identidad, es importante destacar que el
mismo involucra ademas de la utilizacion del virus de referencia, el uso de un
suero hiperinmune obtenido en conejos luego de sucesivas inoculaciones con
distintas cepas de VJ. El antisuero obtenido se utiliza para neutralizar la vacuna
in vitro y demostrar su identidad. Ambos materiales biolégicos aportan una
variabilidad al método que resulta necesario conocer y controlar. El grado de
heterogeneidad es evidenciado por el coeficiente de variacion (CV=5.0 %)
obtenido en la prueba de precisiéon intermedia. El ensayo demostré un
comportamiento lineal para distintas diluciones del AE (R?*= 0.9793). Luego de
la validacion de la metodologia, se calcul6 U asociada a la expresion del
resultado del titulo de antisuero especifico (AE) y de esta forma se logrd
estandarizar el titulo minimo del AE segun los resultados histéricos. El titulo
promedio obtenido fue de 3 unidades logaritmicas (1000) por lo que
incorporando la U calculada (0.30 unidades logaritmicas) se establece una
rango (3 +/- 0.30) para el titulo de AE de 500 a 2000. Es de gran importancia el
establecimiento de la especificacion para el AE. Los antisueros estudiados que
son utilizados ademas para ensayos de seguridad en animales y cultivos
celulares, han demostrado poseer el titulo de anticuerpos suficiente para
neutralizar el virus vacunal y no interferir en los ensayos de seguridad en
sustratos bioldgicos susceptibles al VJ como son los ratones lactantes y las

células Vero.

Tanto para el ensayo de seguridad general como para el ensayo de
endotoxinas, se realiz6 un analisis retrospectivo de las validaciones. Ambas se

encuentran en cumplimiento con la normativa vigente.

Durante la realizacion de la validacion de la metodologia del ensayo de
humedad residual, se presenté la dificultad de que en el mercado no hay
disponibilidad de un patrén con un contenido de agua similar al de la vacuna en
una matriz semejante. El patrén sélido (PP) que se utiliza posee un contenido
de agua del 15 %, siendo la especificacion de la vacuna menor al 3 %. En el
ensayo de precisidn realizado con el PP se observé un CV=3.2 % en el rango
de (22.1 — 23.1) °C de temperatura y (35.6 — 58.9) % de humedad relativa

ambiente. Con la aplicaciéon de t-student se determindé la exactitud de la
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metodologia realizando la comparacion entre el resultado promedio obtenido y
el valor asignado al patron (p>0.05). Se determin6d la U de la metodologia a
partir de los resultados obtenidos del ensayo de precision intermedia con PT,
por ser el mayor aporte de variabilidad en la determinacién. El ensayo
incorpora la variabilidad provista por la utilizacion de distintos viales
provenientes de distintas corridas de liofilizacion (CV = 12 %). Esta variabilidad
esta incorporada al calculo de la incertidumbre. La especificacién de la vacuna
Candid # 1 en su contenido de humedad residual es menor a 3% por lo que al
considerar la U calculada, sera deseable obtener valores menores a 2.4 % [(3 —
U) % = (3-0.58) % = 2.42 %].

Con respecto a la validacion del ensayo de Osmolalidad se calculd el
coeficiente de variacion (CV=1.25 %) a partir de la prueba de precisiéon. Se
determiné la exactitud de la metodologia comparando el resultado promedio
obtenido con el calibrador de 100 mOsm/kg y el valor asignado mediante t-
student (p>0.05). Se calcul6 la U asociada al resultado de la medicion a partir
del ensayo de precision intermedia por ser el que aporta mayor variabilidad a la
determinacién. La vacuna Candid # 1 debe poseer una osmolalidad entre (260
y 330) mOsm/kg por lo que al considerar la U calculada (12.6), sera deseable
obtener valores mayores a [(260+U) mOsm/kg= (260 + 12.6) mOsm/kg=273
mOsm/kg] y menores a [(330 - U) mOsm/kg= (330 - 12.6) mOsm/kg=317
mOsm /kg].

En el ensayo de validacion de pH se calcul6 el coeficiente de variacion
(CV=0.26%) de la prueba de precision, siendo este ensayo el de mayor
homogeneidad en comparacion al resto de las metodologias. Se determind la
exactitud, con la aplicacion de t-student comparando el resultado promedio
obtenido y el valor asignado a la solucién de calibracion de pH 7 (p>0.05). Se
calculé la U asociada a la expresion del resultado siendo de 0.18. La vacuna
Candid # 1 debe poseer un pH entre 6.5 y 7.5 por lo que al considerar la U
calculada (0.18), serd deseable obtener valores mayores a (6.5+U) = (6.5 +
0.18)=6.7 y menores a (7.5 - U)= (7.5 - 0.18)=7.3.

Por ultimo, el conocimiento de la incertidumbre expandida para las

distintas metodologias permitié establecer los limites internos que se resumen

a continuacion:
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Ensayo Especificacion U Limites internos
Potencia (1.10* - 9.10°) UFP/ml 0.32 (2.1 10*- 4.3.10°) UFP / ml
Identidad No Especificado 0.30 (500 — 2000) titulo de AE
Humedad o o
Residual <3% 0.58 <24%
Osmolalidad (260 - 330) mOsm/kg 12.6 (273 — 317) mOsm/kg
pH (6.5-7.5) 0.18 (6.7-7.3)
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8.

CONCLUSIONES

Si bien el calculo de incertidumbre realizado en el presente trabajo no es
requisito obligatorio, su conocimiento permite establecer limites internos en los
ensayos de liberacion de la vacuna y evaluar estadisticamente la consistencia
de los lotes de produccion.

La completa caracterizacion del comportamiento del Virus de Referencia
obtenida en el estudio desarrollado lo presenta como un potencial material de
referencia para ser puesto a consideracion de la Autoridad Regulatoria
Nacional. Asimismo el conocimiento exhaustivo de las metodologias de control
de calidad y la capacidad de poder realizar la transferencia de las mismas a la
Autoridad Regulatoria Nacional posibilita la incorporacién de la vacuna Candid
# 1 al apartado de sueros y vacunas de la Farmacopea Nacional Argentina.
Para concluir, se han incorporado mejoras vinculadas a los ensayos de
liberacion por control de calidad de la vacuna a virus vivo atenuado Candid # 1
contra la fiebre hemorragica argentina a través de estudios de validacion y/o
verificacion, segun requisitos regulatorios, cientificos y técnicos de ANMAT,
Disposiciéon 705/2005 en el marco de especialidades medicinales [28], como
asi también con los requisitos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
el Code of Federal Regulations (CFR21). El conocimiento exhaustivo de los
parametros que caracterizan a la vacuna aporta significativamente a la garantia

de su calidad y de ese modo al abastecimiento seguro a la poblacion.
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Anexo |

Diagrama de Ishikawa
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ITEM

CATEGORIA

CAUSA

RIESGO BAJO

RIESGO ALTO

Equipo/Maquina

Estufas de incubacion con CO,:
calibracion semestral, control de T y
CO,

Se realiza calibracion y
controlde Ty CO,

Bafios termostatico y serolégico:

Se realiza callibraciéon
del termdmetro digital.

2 Equipo/Maquina termémetro calibrado anualmente N9 s€ r_e,allza
calibracion del
termdédmetro de Hg
Equipo/Maauina Estufas de incubacion: calibracién Se realiza calibracion y
quip q semestral y control de T controlde T
Equipo/Maquina GSB: certificados anualmente Se realiza
s . . Se realiza calibracion y
Balanza analitica y para animales: e, .
. o : y PR verificaciéon. Actualizar
5 Equipo/Maquina calibracion anual, verificacion y :
. MO para implementar
registros . e .
registro de verificacion
6 Equipo/Maquina Vortex: en funC|onam|e’nto y suministro No critico
de energia
7 Equipo/Maauina Cronometro: en funcionamiento y Bateria, verificacion
quip q suministro de bateria MO-23
Se realiza calibracion
Termémetro de Hg y digital OAKTON | del termdmetro digital.
8 Equipo/Maquina | serie N°100-295/SI-3358/NRTD400/ID- No se realiza
TDO0O0O0B6: calibracion semestral calibracion del
termometro de Hg
o Titulador Mettler Toledo DL31: Se realiza verificacion
9 Equipo/Maquina : - e con patrén antes de
calibracion y verificacion SO
Peachimetro Orion 920A: calibracion Se realiza verificacion
. o e antes de uso.
10 Equipo/Maquina | semestral, verificacion antes de uso y .
. Implementar registros
registros de MO-61
. - Osmoémetro Advanced Mod. 3250: Se reallza' verificacion
11 Equipo/Maquina ) > e con patron antes de
calibracion anual y verificacion SO
12 Equipo/Maquina Mlcroondqu en funmona@ento y No es critico
suministro de energia
. L . e ¢,Coémo controlarlo?
13 Equipo/Maquina Reloj interruptor: ciclo de 12 hs Corriente?
Microscopio invertido: en
14 Equipo/Maquina | funcionamiento, suministro de energia Realizar MO
y MO
. - Microscopio éptico: en funcionamiento, :
15 Equipo/Maquina suministro de energia y MO Realizar MO
Autoclave Mazden AVD-0960-000: . e
P . - e, Se realiza certificacion.
. L calificacion, calibracion y verificacion . .
16 Equipo/Maquina T C Ciclo de medios
(bowie dick, indicador biolégico e )
: _ validado en 2010
integrador quimico)
Se realiza y registra
17 Equipo/Maquina Heladeras: calibracion y control de T | control de temperatura
segun CC-03
Se encuentran
18 Equipo/Maquina Congeladoras: calibracion y control de controladas

T

diariamente. Registros
MO-73
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Se realiza verificacion
semestral, no estan
incluidos en MC-29, ni
en MC-05, por lo tanto

19 Equipo/Maquina Datalogger: calibracién y verificacion N6 se encuentras los
registros. No se realiza
calibracion. Definir
frecuencia
Visualizador de placas: en
20 Equipo/Maquina | funcionamiento, suministro de energia Realizar MO

y MO
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ITEM CATEGORIA CAUSA RIESGO BAJO RIESGO ALTO
Materia Prima/ Células Vero 76 certificadas: 80 % de Vlsqallzamop en
21 . o : . microscopio.
Materiales crecimiento, cultivo celular joven .
Confluencia
Materia Prima/ Cepa de referencia interna: Vacuna TC'24. Prepa!‘amon ge
22 . ) . . Virus Junin de
Materiales Candid #1, titulada previamente -
referencia
Produccion provee
EMEM, L-glutamina,
Suero Fetal Bovino
. . Medios y reactivos provistos por (certificado del
Materia Prima/ T L
23 . Produccioén: liberados con vencimiento | proveedor se guarda
Materiales e .
definido fotocopia en Ccal) ,
P+S, Medio para
placas, Agarosa, Rojo
neutro, API
CCal para ensayo de
esterilidad se realiza
promocién de
. . Medios y reactivos provistos por control | crecimiento previo al
Materia Prima/ A . A o
24 . de calidad: liberados con vencimiento analisis.Se utilizan
Materiales o ) - . )
definido y comerciales con certificado | reactivos comerciales,
certificado se
almacena firmado. TM-
32
Se realiza el pedido de
los materiales por
especificacion, segun
Materia Prima/ Materiales de laboratorio: descartble y HE (hoja de
25 . A
Materiales no descartable especificacion) y la
disponibilidad de los
mismos es de acuerdo
al uso previsto
Materia Prima/ Suero inmune obtenido en conejo:
26 Materiales definir requisito (titulo de Ac) VV-10-00y TC-12
Se utilizan patrones
27 Materia _ana/ Patrones: certificado conj(_ermales,
Materiales certificado se
almacena firmado
. . Calibracién bianual,
Materia Prima/ T S X
28 . Pesas patrén: calibracion bianual incorporar al
Materiales
cronograma
29 Materia .Pr|ma/ Cepas de referencia: control anual Implementar TM-19
Materiales
Evidencia ratones
SPF, cobayos
controlados. TM-24
"Monitoreo
Animales de laboratorio: ratones: microniologico de
30 Materia Prima/ condicion SPF certificada; cobayos: animales de

Materiales

calidad controlada; conejos: certificado
agrotécnica

laboratorio" (para
serologia hace
referencia al TC-16 y al
TM-26)/VV-15
"Cuidado de
animales"/TC-16 "
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Se realiza anualmente

31

Materia Prima/
Materiales

Micropipetas: calibracion anual

MC-24/MM-19.No esta

incorporado al
cronograma de
calibracion vy dificil
cumplimiento de MC-
24

Se realiza cambio de

32

Materia Prima/
Materiales

Propipetas automaticas: mantenimiento

segun uso

filtros, segun
necesidad

33

Materia Prima/

Mechero: en funcionamiento y

suministro de gas

No es critico

34

Materiales

Materia Prima/
Materiales

Camas de animales: viruta estéril,
alimento liberado, agua acidulada y

VitC calidad medicinal

Se encuentra
controlado, segun: B-
25-01 "ALIMENTO
BALANCEADO Y
SUPLEMENTO
VEGETAL COMO
FUENTE DE
VITAMINA C PARA
COBAYOS"/ B-05-02
"PROCEDIMIENTO
PARA EL
ACIDIFICADO DEL
AGUA DE BEBIDA'Y
CONTROL DE pH"/ B-
06-02
"PROCEDIMIENTO
PARA EL
AUTOCLAVADO DE
MAMADERAS CON
AGUA ACIDULADA"
VV-15 "CUIDADO DE
ANIMALES". TM-28
"CONTROL
MICROBIOLOGICO
DE ALIMENTO PARA
ANIMALES DE
LABORATORIO"

35

Materia Prima/
Materiales

Fyrite: mantenimiento

Tener en cuenta del

manual el punto 6.0
Fyrite Maintenance. No

hace referencia en el
manual a calibracién o

Se podria hacer carta
de uso

utilizacion de patrones.

36

Materia Prima/
Materiales

Tubo de CO2: disponibilidad del
insumo durante la incubacion/

Contemplado en
registro de T de la

estufa

porcentaje de pureza
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ITEM CATEGORIA CAUSA RIESGO BAJO RIESGO ALTO
37 | Metodo/Validacion/ Potencia (POS TC-06) Realizar Validacion
Incertidumbre
Realizar analisis
. o retrospectivo.
3g | Metodo/Validacion/ Identidad (POS TC-22) Evaluacion de
Incertidumbre .
necesidad de
validacién
39 Método/Validacion/ | Esterilidad (POS TM-05 Ref.: CFR21 Realizar Verificacion
Incertidumbre 610.12(a))
Método/Validacion/ | Seguridad general (POS VV-06 Ref.: . o
40 Incertidumbre CFR21610.11) Realizar Validacion
41 Metodo/yalldamon/ Humedad residual (POS-Q-34) Realizar Verificacion
Incertidumbre
Método/Validacion/ . e
42 Incertidumbre pH (POS Q-02) Realizar Verificacion
43 Metodo/YalldaC|on/ Osmolalidad (POS Q-11) Realizar reyahd_amon
Incertidumbre con normativa vigente
Realizar analisis
i e retrospectivo.
44 Método/Validacion/ | LAL (POS Q-14) USPXXIV, SOP (TSI- Evaluacion de

Incertidumbre

GSQ)2 - Q-2-00

necesidad de
validacion
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ITEM

CATEGORIA

CAUSA

RIESGO BAJO

RIESGO ALTO

45

Personal

Entrenamiento y calificacion: Personal
calificado segun G-10

Entrenamiento del
personal segun G-10

46

Personal

Higiene Personal: Cumplimiento CC-01

Segun CC-01

47

Personal

EPP: Normas de Bioseguidad

Segun CC-01.
Incorporar los anteojos
de seguridad donde
corresponda

48

Personal

Comunicacion entre departamentos,
coordinacién de ensayos, interelacion
con otros departamentos

PC-10
"PROCEDIMIENTO
PARA LA SOLICITUD
Y ENTREGA DE
MATERIALES AY
DESDE LOS
LABORATORIOS DE
CULTIVOS
CELULARES Y
MEDIOS Y
REACTIVOS"
Formulario
N°0127/0138/0240
CC-15
"PROCEDIMIENTO DE
SOLICITUD DE
INSUMOS Y ESPACIO
DE TRABAJO AL
LABORATORIO DE
CONTROL DE
CALIDAD (CCAL)"
Formulario N°0288

73




ITEM CATEGORIA CAUSA RIESGO BAJO RIESGO ALTO
49 Ambiente Circulacion: cum%lilmiento plano CC- Segin CC-01
50 Ambiente Controles GSB: certificacion anual | >° reallza0|\1/IC-29/MC-
51 Ambiente Controles amlblientlalles: areas limpias MC-17
certificacion anual
Presiones: 81/84 Rango: 7-9 mmH20; Control diario se
52 Ambiente 80 Rango: 5-7 mmH20; 72/77 Rango: | registra en Formulario
3.5-5.5 mmH20; 71/79 Rango: 2-4 N°578. Acciones son
mmH20 y AP>1.2mmH20 correctivas
Limpieza: diaria, general (mensual) y
profunda (cuando el ensayo lo Se realiza la limpieza
requiera para un mayor diaria y general del
53 Ambi decontaminacion). Limpieza de laboratorio CC-02 y
mbiente . N
heladeras (semestral), incubadores limpieza y control de
secos y humedos (segun necesidad incubadores y
de decontaminacioén) y congeladoras | refrigeradores CC-03
(anual)
Segun CC-03 el
control de temperatura
ambiente se registra
en Formulario N°
0128. Implementar el
control que se debe
realizar in vivo. En
CC-03 se encuentra
54 Ambiente Temperatura: 18-22°C contemplado registrar
el diferencial de
presion; no esta
contemplado registrar
la T ambiente in vivo,
pero me comentan
quesetomalaT
cuando se estan
realizando los ensayos
Se realiza segun MC-
12 calibracién anual.
. . . . Fueron calibrados en
55 Ambiente Manometro: calibraciéon anual Octubre de 2013, Vto
calibracion: octubre
2014
Se realiza de la misma
56 Ambiente Higrometro: HR: 30-60% ;‘;ﬂrgz l?tl:)ililvge(r;Q?t/
pasillo (71)
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Anexo Il

Resultados crudos del ensayo de validacion de Potencia

75



Precision

Referencia: Test N° 5915

Ensayo N° Titulo Titulo log10
1 3.25 x 10* 32500 4.511883361
2 2.45x 10* 24500 4.389166084
3 3.10 x 10* 31000 4.491361694
4 2.80 x 10* 28000 4.447158031
5 3.45 x 10* 34500 4.537819095
6 2.30 x 10* 23000 4.361727836
7 2.70 x 10* 27000 4431363764
8 3.25 x 10* 32500 4.511883361
9 3.15x 10* 31500 4.498310554
10 3.10 x 10* 31000 4.491361694
Promedio 2.95 x 10* Promedio 4.467203547
SD 0.057749737

Promedio + 1SD

4.524953284

Promedio + 2SD

4.582703021

Promedio - 1SD

4.40945381

Promedio - 2SD

4.351704073

Cv

1.292749174

Varianza

0.003335032
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Sensibilidad
Referencia: Test N° 6289

Factor de
Ensayo N° |Dilucién (FD) |Log10 FD Titulo Titulo log10
1 10 1 1.55x 10* | 15500 41903317
2 25 1.397940009 [4.75 x 10° | 4750 3.67669361
3 50 1.698970004 [4.0 x 10° | 4000 3.60205999
4 100 2 75x10> |750 2.87506126
5 200 2.301029996 | 5.0 x 10° | 500 2.69897

R?=0.9496
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Precision intermedia
Referencia: Test N° 5184. 5333, 5358, 5372, 5374, 5898, 5901, 5915, 5932, 5950,
5951, 5972, 5993, 6035, 6061, 6102, 6114, 6127, 6142, 6150.

N° Ensayo |Fecha Analista Titulo Titulo log10
1 15/03/2012 |AM — CA 1.875 x 10* | 18750 4.273001272
2 13/06/2012 |AM — GL 1.70 x 10* 17000 4.230448921
3 28/06/2012 |AM - GL 3.35x 10* [33500 4.525044807
4 05/07/2012 |AM - GL 1.425 x 10* | 14250 4.153814864
5 06/07/2012 |AM - GL 1.15x10* 11500 4.06069784
6 25/07/2012 |AM - GL 1.525 x 10* | 15250 4.183269844
7 27/07/2012 |AM - GL 1.25 x10* | 12500 4.096910013
8 03/08/2012 |AM — GL 1.53 x 10* | 15300 4.184691431
9 16/08/2012 |AM — GL 1.32 x 10* 13200 4.120573931
10 23/08/2012 |[NM — GL 2.525 x 10* [ 25250 4.402261382
11 24/08/2012 |[NM — GL 1.575 x 10* | 15750 4.197280558
12 30/08/2012 |[NM — GL 1.45 x 10* [ 14500 4.161368002
13 13/09/2012 |AM — GL 1.75 x 10* [ 17500 4.243038049
14 11/10/2012 |[NM - GL 1.2 x 10 12000 4.079181246
15 26/10/2012 |[NM — GL 2.65 x 10* [26500 4.423245874
16 16/11/2012 |[NM - GL 2.3x10* [23000 4.361727836
17 22/11/2012 |[NM - GL 3.0x10* [30000 4.477121255
18 30/11/2012 |[NM — GL 2.2x10* [22000 4.342422681
19 07/12/2012 |[NM — GL 4.35x 10" 43500 4.638489257
20 13/12/2012 |NM - GL 1.97 x 10* 19700 4.294466226
Promedio 4.272452765
SD 0.158785108
Promedio + 1SD | 4.431237872
Promedio + 2SD | 4.59002298

Promedio - 1SD

4.113667657

Promedio - 2SD

3.954882549

Ccv

3.71648598

Varianza

0.025212711
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Robustez — Hidratacion de la muestra
Referencia: Test N° 5932

N° Ensayo API (ml) Titulo Titulo log10

1 5 1.975 x 10* 19750 4.2955671

2 5.5 1.10 x 10* 11000 4.04139269

3 6 2.125 x 10* 21520 4.33284227
Promedio 4.22326735
SD 0.15860692
Promedio + 1SD 4.38187427
Promedio + 2SD 4.54048119
Promedio - 1SD 4.06466043
Promedio - 2SD 3.90605351
CVv 3.75555007

Varianza

0.02515615
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Robustez - CO,

Referencia: Test N° 5942

N° Ensayo (%Co2) Titulo Titulo log10

1 2.5 1.43 x 10* 14300 4.15533604

2 5 2.46 x 10* 24600 4.39093511

3 7.5 4.18 x 10* 41800 4.62117628
Promedio 4.38914914
SD 0.23292526
Promedio + 1SD  |4.6220744
Promedio + 2SD | 4.85499966
Promedio - 1SD 4.15622388
Promedio - 2SD 3.92329863
CV 5.30684308
Varianza 0.05425418

80




Robustez - Temperatura
Referencia: Test N° 6288

N° Ensayo Temperatura (°C) | Titulo Titulo log10

1 34 2.5x10* 25000 4.39794001

2 36 1.8 x 10* 18000 4.25527251

3 38 1.5 x 10* 15000 4.17609126
Promedio 4.27643459
SD 0.11242817
Promedio + 1SD | 4.38886276
Promedio + 2SD | 4.50129092
Promedio - 1SD 4.16400643
Promedio - 2SD 4.05157826
CV 2.62901636

Varianza

0.01264009
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Anexo lll

Resultados crudos del ensayo de validacion de Identidad
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Linealidad

Referencia: Test N° 6289

N° N° Lote PC1 PC2
Ensayo Test Lotes Antisuero |PC (1:500) |(1:1000) (1:2000)
1 7044 |VR#6 3c 7.25 33.5 82.5

2 7044 |VR#6 4 37 76.75 119.25
3 7108 |VR#6 3c 4 36 44.75

4 7108 |VR#6 4 14 34 54.25

5 7114 |VR#6 3c 7.25 68.75 98.25

6 7114 |VR#6 4 28 61.25 105

7 6613 |VR#5 3C 5.5 25 52.5

8 6574 |VR#5 3C 1.5 9 24.75

9 5880 |VR#5 3C 9.25 34.5 62.25
10 4930 |VR#5 3C 5.5 35.25 65.75

11 4085 |VR#5 3C 11 44 103.75
12 3716 |VR#5 3C 6 26 70.75
Promedio 11 40 74

SD 10.5676706 |19.4758980 |28.4486096
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Precision intermedia

N° Ensayo | N° Test |Lotes Lote Antisuero | Titulo(1:1000) LOG 10 (titulo)
1 7044 VR #6 3c 1071 3.029789471
2 7044 VR#6 4 524 2.719331287
3 7108 VR #6 3c 1414 3.150449409
5 7114 VR #6 3c 957 2.980911938
6 7114 VR#6 4 809 2.907948522
7 6613 VR#5 3C 933 2.969881644
8 6574 VR#5 3C 1318 3.11991541
9 5880 VR#5 3C 1188 3.074816441
10 4930 VR#5 3C 870.9 2.939968291
11 4085 VR#5 3C 831.76 2.919998031
12 3716 VR#5 3C 1156 3.062957834
13 2839 VR#4 pool01-02 1191 3.075911761
14 2530 VR #4 pool02-02 1172 3.068927612
15 2465 VR # 3 (5-92) | pool02-02 877 2.942999593
16 1730 VR#5 pool01-02 966 2.984977126
17 1364 VR (5-92) pool01-02 1166 3.06669855
18 611 VR (5-92) pool01-02 1336 3.125806458
19 7184 VR#6 3c 1412 3.149834697
20 7184 VR #6 4 501 2.699837726
21 7161 VR#6 4 501 2.699837726
22 7172 VR #6 4 524 2.719331287
Promedio 2.971910991
SD 0.14918159
Promedio + 1SD |3.121092581
Promedio + 2 SD | 3.27027417

Promedio -1SD

2.822729402

Promedio - 2SD

2.673547812

CVv

5.019719297

Varianza

0.022255147
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Anexo IV

Resultados crudos del ensayo de validacion de Humedad
Residual
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Precision

Fecha: 16/10/2014

N° Ensayo Humedad residual (%) Analista
1 15.76 CD
2 15.65 CD
3 15.49 CD
4 15.95 CD
5 15.51 CD
6 15.7 CD
7 16.65 CD
8 15.89 CD
9 16.32 CD
10 15.56 CD
11 15.69 CD
12 15.8 CD
Promedio 15.83083333

SD 0.343258671

Promedio+SD 16.174092

Promedio+2D 16.51735068

Promedio-SD 15.48757466

Promedio-2SD 15.14

CcVv 217

Varianza

0.117826515
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Exactitud
Fecha: 16/10/2014

N° Ensayo Humedad residual (%) Analista
1 15.76 CD
2 15.65 CD
3 15.49 CD
4 15.95 CD
5 15.51 CD
6 15.7 CD
7 16.65 CD
8 15.89 CD
9 16.32 CD
Promedio 15.88

SD 0.384089833

Promedio+SD 16.26408983

Promedio+2D 16.64817967

Promedio-SD 15.49591017

Promedio-2SD 15.11

CVv 2.42

Varianza 0.147525

Aplicacion t-Student. Software EPIDAT Programa para analisis epidemiolégico
de datos tabulados. Version 3.1.

[ 1] Inferencia sobre una media

Media: 15,880
Desviacion estandar: 0,384
Tamafio de muestra: g
Valor a contrastar: 15,700
Nivel de confianza: 85,02
Media IC (55,0%)
15,880 15,585 16,175

Pruebha para una media
Eztadistico t© gl Valor p




Precision Intermedia

Fecha Lote Humedad residual (%)
06/12/2013 26A 2.1
25/10/2013 25A 2.56
20/09/2013 24A 2.81
07/12/2012 23A 2.34
02/11/2012 22A 2.31
28/09/2012 21A 2.4
16/08/2012 20A 2.36
24/05/2012 19A 1.83

Promedio 2.3

SD 0.29
Promedio+SD 2.629534039
Promedio+2D 2.920318077
Promedio-SD 2.047965961

Promedio-2SD

1.757181923

Ccv

12.433

Varianza

0.084555357
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Precisién Intermedia con PP — Influencia de la temperatura

Fecha N° Ensayo Temperatura Humedad residual (%)
26/08/2014 1 22.2 15.83
26/08/2014 2 22.2 16.84
26/08/2014 3 22.2 16.24
28/08/2014 1 221 15.74
28/08/2014 2 22.1 15.51
28/08/2014 3 221 15.91
04/09/2014 1 23.1 16.54
04/09/2014 2 23.1 16.87
04/09/2014 3 23.1 16.36
04/09/2014 6 23.1 16.49
04/09/2014 7 23.1 15.76
04/09/2014 8 23.1 16.27
10/09/2014 6 22.5 16.03
10/09/2014 7 22.5 15.59
10/09/2014 8 22.5 15.8
29/09/2014 1 23 15.47
29/09/2014 2 23 15.26
29/09/2014 3 23 14.96
29/09/2014 6 23 16.02
29/09/2014 7 23 16.01
29/09/2014 8 23 15.17
Promedio 15.93666667
SD 0.518693872
Promedio+SD 16.45536054
Promedio+2D 16.97405441
Promedio-SD 15.41797279
Promedio-2SD 14.90
Ccv 3.25
Varianza 0.269043333
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Precision Intermedia con PP — Influencia de la humedad relativa

Humedad relativa

Fecha N° Ensayo ambiente % Humedad residual (%)
26/08/2014 1 38.5 15.83
26/08/2014 2 38.5 16.84
26/08/2014 3 38.5 16.24
28/08/2014 1 39.2 15.74
28/08/2014 2 39.2 15.51
28/08/2014 3 39.2 15.91
04/09/2014 1 58.9 16.54
04/09/2014 2 58.9 16.87
04/09/2014 3 58.9 16.36
04/09/2014 6 59.7 16.49
04/09/2014 7 59.7 15.76
04/09/2014 8 59.7 16.27
10/09/2014 6 35.6 16.03
10/09/2014 7 35.6 15.59
10/09/2014 8 35.6 15.8
29/09/2014 1 57 15.47
29/09/2014 2 57 15.26
29/09/2014 3 57 14.96
29/09/2014 6 57.1 16.02
29/09/2014 7 57.1 16.01
29/09/2014 8 57.1 15.17

Promedio 15.93666667
SD 0.518693872
Promedio+SD 16.45536054
Promedio+2D 16.97405441
Promedio-SD 15.41797279
Promedio-2SD 14.90

CV 3.25

Varianza

0.269043333
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Anexo V

Resultados crudos del ensayo de validacion de
Osmolalidad
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Precision

Patrén 100 Patrén 1500

N° Ensayo Fecha mOsm/kg mOsm/kg Analista
1 22/10/2014 100 1507 NM
2 22/10/2014 100 1499 NM
3 22/10/2014 101 1508 NM
4 22/10/2014 101 1499 NM
5 22/10/2014 102 1500 NM
6 22/10/2014 98 1468 NM
7 22/10/2014 99 1495 NM
8 22/10/2014 100 1476 NM
9 22/10/2014 102 1485 NM
10 22/10/2014 100 1472 NM

Promedio 100.3 1482.667

SD 1.252 14.6093577

Promedio+SD | 101.551666 1497.27602

Promedio+2D | 102.803331 1511.88538

Promedio-SD 99.0483344 1468.05731

Promedio-2SD | 97.796669 1453.45

Cv 1.24792179 0.98534337

Varianza 1.56666667 213.433333
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Exactitud

Patrén 100 Patrén 1500

N° Ensayo Fecha mOsm/kg mOsm/kg Analista
1 22/10/2014 100 1507 NM
2 22/10/2014 100 1499 NM
3 22/10/2014 101 1508 NM
4 22/10/2014 101 1499 NM
5 22/10/2014 102 1500 NM
6 22/10/2014 98 1468 NM
7 22/10/2014 99 1495 NM
8 22/10/2014 100 1476 NM
9 22/10/2014 102 1485 NM
10 22/10/2014 100 1472 NM

Promedio 100.3 1482.66667

SD 1.25166556 14.6093577

Promedio+SD | 101.551666 1505.50936

Promedio+2D | 102.803331 1520.11872

Promedio-SD | 99.0483344 1476.29064

Promedio-2SD | 97.7966689 1461.68128

Cv 1.24792179 0.979902

Varianza 1.56666667 213.433333

Aplicacion t-Student. Software EPIDAT Programa para analisis epidemiolégico

de datos tabulados. Version 3.1.

[ 1]

Inferencia sobre una media

Media: 100, 300
Desviacidn estandar: 1,252
Tamaho de muestra: 10
Valor a contrastar: 100,000
Nivel de confianza: 95,0%
Media IC (55,0%)
100,300 895,404 101,196
Prueba para una media
Eztadistico t gl Valor p
00,7577 9 0,4680
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[ 1] Inferencia scbre una media

Media:

Desviacidn esténdar:
Tamafico de muestra:
Valor a contrastar:
Hivel de confianza:

1482, 000

Prueba para una media
Estadistico t

1482, 000
14,610
10

1500, 000
85, 0%

IC (95,0%)

1471, 549 1452,451
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Precision intermedia

Fecha N° Ensayo Lote Osmolalidad (mOsm/kg)
06/12/2013 1 26A 275
25/10/2013 2 25A 278
20/09/2013 3 24A 284
07/12/2012 4 23A 278
02/11/2012 5 22A 293
28/09/2012 6 21A 280
16/08/2012 7 20A 290
24/05/2012 8 19A 275
28/10/2011 9 18A 279
23/09/2011 10 17A 280
08/07/2011 11 16A 279
27/05/2011 12 15A 275
28/09/2010 13 13A 284
13/08/2010 14 12A 277
08/10/2004 15 10A 284
08/07/2004 16 9A 276
04/09/2003 17 8A 269
22/07/2003 18 7A 291
Promedio 280
sD 6.28
Promedio+SD | 286
Promedio+2D |292
Promedio-SD 274
Promedio-2SD | 268
Ccv 2.24
Varianza 39.4
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Anexo VI

Resultados crudos del ensayo de verificacion de la
determinacion de pH
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Precision

Fecha N° ensayo Buffer pH:7
26/11/2014 1 7.02
26/11/2014 2 7.038
26/11/2014 3 7.043
26/11/2014 4 7.039
26/11/2014 5 6.988
26/11/2014 6 7.022
26/11/2014 7 7.022
26/11/2014 8 7.034
26/11/2014 9 7.057
26/11/2014 10 7.034
Promedio 7.0297
SD 0.01845746
Promedio+SD 7.0482
Promedio+2SD 7.06661492
Promedio-SD 7.0112
Promedio-2SD 6.99278508
CVv 0.26256396
Varianza 0.00034068
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Exactitud

Fecha N° ensayo Buffer pH:7
26/11/2014 1 7.02
26/11/2014 2 7.038
26/11/2014 3 7.043
26/11/2014 4 7.039
26/11/2014 5 6.988
26/11/2014 6 7.022
26/11/2014 7 7.022
26/11/2014 8 7.034
26/11/2014 9 7.057
26/11/2014 10 7.034
Promedio 7.0297
SD 0.01845746
Promedio+SD 7.0482
Promedio+2SD 7.06661492
Promedio-SD 7.0112
Promedio-2SD 6.99278508
CVv 0.26256396
Varianza 0.00034068

Aplicacion t-Student. Software EPIDAT Programa para analisis epidemiolégico
de datos tabulados. Version 3.1.

[ 2] Inferencia scbre una media

Media: 7,000
Desviacidn esténdar: 0,018
Tamafio de muestra: 10
Valor a contrastar: 7,000
Hivel de confianza: 85,0%
Media IC (85,0%)
7,000 6,987 7,013

Prueba para una media
Eztadistico t gl Valor p



Precision intermedia

Fecha N° Ensayo Lote pH
06/12/2013 1 26A 7
25/10/2013 2 25A 6.8
20/09/2013 3 24A 6.8
07/12/2012 4 23A 7
02/11/2012 5 22A 6.9
28/09/2012 6 21A 6.9
16/08/2012 7 20A 6.9
24/05/2012 8 19A 6.9
28/10/2011 9 18A 6.9
23/09/2011 10 17A 6.8
08/07/2011 11 16A 6.9
27/05/2011 12 15A 6.9
28/09/2010 13 13A 6.9
13/08/2010 14 12A 6.9
08/10/2004 15 10A 6.98
08/07/2004 16 9A 7.02
04/09/2003 17 8A 7.16
22/07/2003 18 7A 6.95
Promedio 7
SD 0
Promedio+SD |7.0107
Promedio+2SD |7.098719687
Promedio-SD 6.8348

Promedio-2SD

6.746835868

Cv

1.270746478

Varianza

0.007738889
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