ARMONIZACION DE LAS
PRUEBAS DE POTENCIA
DE TOXOIDESDY T

OAO0O0O00O00000000000000
OO0O0000000000000000

10000000000000001
OO0O00000000000C
el .
o e Juan L. Arciniega, D.Sc
== -

LMDQC/CBER/FDA



B '1) Plan de la presentacion

Descripcic’)n de los metodos de EUA y de la OMS
para medir potencia de toxoides

« Comparacion de sus ventajas y limitaciones

e Actividades conducentes a la armonizacion de
ambos méetodos



) Prueba de potencia para toxoides:
|/ Fundamento general

o

. Proposito: Estimar en un modelo animal
adecuado la capacidad del lote de
prueba para inducir una respuesta
protectora analoga a la de lotes de
eficacia comprobada en humanos

 La prueba consiste de 2 etapas:

1. Induccion en animales de una respuesta
protectora

2. Medicidon de la respuesta por un método
directo (desafio) or indirecto (seroldgico)



‘ | ) Pruebas de potencia norteamericanas
%. ' paralos toxoides: Fundamento especifico

2
gor

* Pruebas oficiales de potencia para
toxoides adsorbidos: induccion de
antitoxina en cobayos

* Descritas en los Requsitos Minimos:
— Difteria (D) 1 de marzo de 1947
— Tetanos (T) 15 de Diciembre de 1952

— Td (para adultos) 15 de Agosto de 1953
(modificados el 28 de Noviember de 1956

e Se usan los mismos cobayos para probar
la potenciade D/dy T



| ) Pruebas de potencia norteamericanas
|/ paralos toxoides: Procedimiento

r < 28 dias/D
ote Diluciones de la

pba @_{) <42dias;T mezcla de suero
= + 1L+ toxin

Al menos 4 cobayos
1 Unidad de antitox

+ 1L+ toxin

2 cob por dil f’% ) f’% ) 2cob cont

Registrar proteccion alas 96 h



‘ | ) Pruebas de potencia norteamericanas
%. ' paralos toxoides: Resultados

~ Validez:

* Los cobayos control (inyectados con 1
L+ combinado con 1 U de Antitoxina
Estandar de los EUA: hiperinmune, de
caballo) mueren a las <96 h

Aceptacion:

e La dilucion de la mezcla de suero gque
orotege a los cobayos de la muerte >96
N contendra >1 U/mL de antitoxina; asi,

si la mezcla se diluyod 1:2, el suero sin
diluir contenia >2 U/mL de antitoxina




1) Pruebas de potencia norteamericanas
/' paralos toxoides: Resultados (Cont.)

« Para pasar la prueba:

— D debe inducir por lo menos 2 U/mL de
antitoxina

—d debe inducir por lo menos 0.5 U/mL de
antitoxina

— T debe inducir por lo menos 2 U/mL de
antitoxina



) Método general OMS para medir la

Dil vac est Dil vac pba
,_) 16 X 3 é%_() 16 X 3
\ \ 4 semanas
100 IiLSO toxina Cont
/ \ on
,f'ntji; égg- éﬁ'{g
& Y 3 3%e
\ \ \ 5 days

Contar sobrevivientes; calcular potencia en
relacion con la vacuna estandar: lineas paralelas
respuesta cuantal (todo o nada)

potencia de los toxoides: Procedimiento



1) Probita: Una transformacidon o metametro

/
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probit % survival

standard  ED,, test
potencytest  “ED, standard

by b,

dose response curves
have to be linear

R R EE TR, 50 %

log dose pl vaccine

Figure 3. Probit analysis (reproduced from 4)




Método general OMS para medir la

| potencia de los toxoides: Resultados

Validez:

e Se debe confirmar el numero de DL50 en la
dosis de desafio (50 — 200), usando

normalmente 3 grupos de cobayos sin
Inmunizar

 Elintervalo de confianza para el estimado de
la potencia debe ser entre 50 y 200%.:

— Deben usarse suficientes animales por dosis
para asegurar esta precision; habitualmente 16

Aceptacion:
 El toxoide debe contener > 30 Ul (D) o > 40 UI

(T) por dosis sencilla humana (normalmente
0.5 mL)



Y ) Situacion actual

 Ambas pruebas de potencia (OMS y
EUA) se han usado por muchos anos

 No existen indicaciones de que una de
ellas sea mejor que la otra para predecir
eficacia en humanos:

— Ambas se basan en nuestro conocimiento
de la proteccidon contra la difteria y el
tétanos (induccién de antitoxina)

— Ambas son consistentes con la liberacién
de lotes de toxoide eficaces



)

Inquietudes principales con el metodo de

los EUA

« No se usa una vacuna estandar para

controlar la variabilidad de las pruebas

 No se puede calcular la precision del
estimado al mezclar los sueros

 El uso de una dosis relativamente alta
para inmunizar vuelve al método
Insensible para detectar cambios en la
cantidad/calidad del toxoide



) Inquietudes principales con el metodo
general de la OMS

e Muy costoso:
— > 100 animales por prueba

— No se pueden usar los mismos
animales para evaluar la potencia de
ambos toxoides

— A los animales se les expone a una
dosis letal de toxina



) Incentivos parala armonizaciéon de
pruebas

 Aceptacion mutua de resultados,

porgue se usaron metodos comunes
0 compatibles

e Ahorro de recursos: el fabricante no
necesita medir la misma
caracteristica usando pruebas
distintas



} Las 3 R de Russell y Burch (1958)

Reemplazo: uso de material
Insensible en lugar de
vertebrados vivos y
conscientes

Reduccion: disminucion del
numero de animales
requeridos para obtener
suficiente informacion de la
precision adecuada

Refinamiento: cualquier
avance que conduzca a una a
disminucion de la incidencia o
severidad de procedimeintos
Inhumanos aplicados a los
animales que tienen que
usarse



) Método de la OMS: (OMS SIT 800, 1990;
_ ' Adendo 2003 en prensa) - 1

Refinamiento y reduccion:

e Se pueden usar pruebas de dilucion unica tras el
registro

* Resultado de la inmunizacion:
— Proteccion contra la paralisis (T)?
— Proteccion contra el eritema (D)

— Medicidn de antitoxina in vitro:
v'D: Ensayo de Células Vero (ECV), ELISA
v'T: ELISA, ToBI



) Método de la OMS: (OMS SIT 800, 1990;
_ ' Adendo 2003 en prensa) -2

* El ensayo de dosis multiples debe ser aln
usado para:

— Registro (consistencia de la produccion):
negociar con la OMS (evidencia clinica,
epidemioldgica)

— Asignacion de potencia a vacuna estandar

— Estudios de estabililidad: negociar con la OMS



) Ensayo de potencia de toxoides usando
" una soladilucion (OMS): Disefio

* El ensayo de una dilucion se basa en los
MISMOS principios para evaluar la
respuesta gue los ensayos de tres

diluciones:

— Seleccion de una dosis de toxoide estandar,
expresada como una fraccion de 30 o 40 UI
(i.e., la potencia minima por dosis sencilla
humana), que da origen a un efecto
protector convenido (e.g. 10%) en cobayos

— Comparacion de su efecto con la respuesta
iInducida por la misma fraccion de una dosis
sencilla humana de la vacuna de prueba



) Iniciacion del ensayo de una dilucion

/

“e Antes de iniciarlo, el laboratorio debe contar con
evidencia :

— De consistencia en la produccion y en el ensayo de
potencia

— De regresion altamente significativa y justificacion de
0S supuestos de linealidad y paralelismo de las
curvas dosis-respuesta; estos supuestos no pueden
probarse en el ensayo de una dilucion

e Validacion




) Ensayo de potencia de toxoides usando
|/ unasoladilucién (OMS): Evaluacion

h
&
ST

e« Silarespuesta de la vacuna de prueba
es significativamente mayor que la
respuesta de la vacuna estandar (P<
0.05), la potencia de la vacuna es
satisfactoria

e Sise usa la proporcion de animales que
responden satisfactoriamente, se puede
emplear la Prueba Exacta de Fisher para
establecer significancia estadistica




La Prueba Exacta de Fisher

EST PBA | Total

() | 16(a) | 13(b) |29(n-)

(+) | 0() | 3(d) |3(n+)

Total | 16(nR) | 16(nT) | 32(N)

n-In+!InRInT!/alb!c!dIN!
P=0.11




| ) ¢,Cuantos animales por grupo?

‘o La respuesta depende de varios paradmetros
criticos:

— La potencia verdadera (pero desconocida) de la
vacuna de prueba

— El limite de aceptacion
— La pendiente de la curva dosis-respuesta
— El numero de animales que mueren

 Por ejemplo, para una pendiente de 4y 20
animales, un toxoide tetanico debera tener 96.4
Ul por dosis para gue pase la prueba de una sola
dilucion, con 97.5% de confianza



Lo que observamos se puede dividir

senal

ruido




La prueba det (Gosset = Student)

senal _ diferencia entre las medias ™
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1) Precision de resultados de potencia de
|’ toxoide D por tres métodos (Daas, 2004)

Los resultados de los 3
metodos (desafio, células
Vero, ELISA) concuerdan
(p=0.299)

Los ensayos serologicos
tienen mejor precision,
por lo que potencialmente
son mas poderosos en
una prueba de una sola
dosis: se pueden usar
menos animales por

grupo



Concordancia entre la potencia para D
obtenida por ECV y ELISA
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Inclusidn de una vacuna de referencia

* Expresion de potencia en Ul de toxoide /dosis
sencilla humana:
— Modificacidon sustantiva que puede requerir validacion

clinica; paso intermedio, inclusién de una vacuna de
CONTROL



| ) Definiciones

 Aunque un ESTANDAR y un CONTROL
se incluyen en cada prueba de potencia,
se usan de manera distinta:

— EI CONTROL se usa para validar el
ensayo; se establecen limites aceptables
a su comportamiento

— Se deben establecer limites semejantes
para un ESTANDAR; sin embargo, una
vez que el ensayo se ha juzgado valido, la
potencia se expresa en téerminos
RELATIVOS al estandar (se asignan
unidades de actividad)



~ « Se puede incluir una vacuna CONTROL;
sin embargo, el efecto neto es un
incremento en el numero de animales
empleado:

 El minimo actualmente es 14 por
vacuna (6 immunizacion + 4 titulacion/1
nivel + 4 controles L+, 2 antigenos)

 Siseincluye un control el nUmero
aumenta a 24 por vacuna (12
Inmunizacion + 8 titulacion/l1 nivel + 4
controles L+; suponiendo que la misma
dosis de prueba se puede usar para los
dos antigenos, para ambas vacunas)



i w) Disminucion de la dosis de inmunizacion

.:/]

e Los Requsitos Minimos indican que se debe
emplear no mas de %2 dosis total humana (DTH);
se pueden usar dosis mas bajas

e Limitacion: Los Requisitos Minimos para Toxoide
Tetanico indican que la vacuna no debe diluirse



Relacidn entre Ul toxoide y respuesta en U

S |/ de antitoxina

D, a partir de datos historicos (Jaramillo,
2004).

 Potencia (Ul toxoide/0.5 mL) informada

nor los fabricantes (método OMS)

* Los mismos lotes probados por un
metodo semejante al de los EUA
(meétodo Lr para medir antitoxina)

e Se analizaron 21 lotes de dT y 18 lotes
de DTwP




1) ) Resultados

. Aproximadamente 145 Ul (mediana) de
toxoide D (in DTwP) indujeron > 2 Ul de
antitoxina en 100% de los casos

« Aproximadamente 19 Ul (mediana) de
toxoide diftérico (en dT) indujeron > 2 Ul
de antitoxina en 38% de los casos

e ;Que dosis entre 19y 145 Ul de toxoide
difterico induce > 2 Ul de antitoxina con
mucha frecuencia?



e 1) Limitaciones de los resultados

« A lavalidez del analisis la limita la
variabilidad del ensayo:
— La potencia verdadera puede ser %20 2
veces el estimado de una sola prueba
 Mientras que en un caso 8 Ul de D
iIndujeron > 2 |U de antitoxina, 21 Ul
fueron incapaces de inducir esa
respuesta
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..solucion?

e Inmunizar grupos de cobayos con varias dosis
de toxoide D, cuya potencia se ha estimado
con mucha precision (e.g. una vacuna
estandar)



) Antitoxina inducida por T en el ensayo de
potencia de los EUA (Hardegree, 1970)

Toxoide Dosis (en 0.5 mL)
Adsorbido AIPO, Lf/UI U/mL
C, 5/99 >16

C, 5/115 >10-<20




i

=

Relacion entre dosis de T, proteccion y

antitoxina en cobayos (Hardegree, 1970)

| Toxoide | Dosis S/D % Ul/Dosis | Antitox
mL U/mL

C, (198) |0.02 48/48 100 3.96 0.0056
0.01 43/46 04 1.98 0.0056

0.005 35/46 76 0.99 0.001

0.0025 |17/48 35 0.50 <0.001

C, (230) [0.02 34/34 100 4.6 0.0215
0.01 33/35 04 2.3 0.0046
0.005 31/34 01 1.15 0.00145

0.0025 |9/36 25 0.58 <0.001




L

) Ensayo individual de sueros

 El ensayo individual de sueros se puede efectuar
sl se emplea un sistema diferente de prueba, e.g.
Ensayo de Células Vero (ECV) para D:

— Dosis alta, para medir concentraciones altas de
antitoxina alrededor de 2 U/mL de suero

— Dosis baja, para medir concentraciones bajas de
antitoxina (método de la OMS); no se puede usar
para medir concentraciones altas: mala concordancia
de resultados con neutralizacion in vivo



L

) Hacia la armonizacion

E'étodo de los EUA
(modificado)

Dos grupos (Pruebay
Control)

Dosis mas baja

Prueba de los sueros
Individuales

La potencia aun
expresada en términos de
la induccion de
anticuerpos
neutralizantes (U de
antitoxin/mL de suero)

Meéetodo OMS de una
dilucion

Dos grupos (Pruebay
Estandar)

Dosis baja

Prueba de los sueros
Individuales

Potencia expresada en
terminos de Ul de
toxoide por dosis sencilla
humana (en relacién a la
vacuna estandar)
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