Sanofi Pasteur

Los factores de reduccion obtenidos en ¢l titulo de Mycoplasma synoviae se presentan en fa
Tabla 4.

Tabla 4: Factores de reduccion del titulo de Mycoplasma Synoviae

Cepa gripal & . Cepa gripal B
Tipo de cepa gripal (concentrac;ﬁlﬁizl:;:rmaldehldu {concentracién de formaldehido
i 0,
5% 0,5 % [vivh) aplicada 2,5 + 0,25 % [v/v])
Factor de reduccién més bajo debidoa | =4,35 log >4,35 log

la accidn del octoxinol 9

Factor de reduccién mas bajo debido a -} 1,03 log 0,64 log
la accién del formaldehido™®

* El material de inicio utilizado para evaluar ¢l efecto del formaldehido sobre los micoplasmas no coincidia

exactamente con la matriz intermedia del proceso del paso 18, dado que no contenia octoxinol 9, el cuaf se
considera que aitera la concentracion del agregado de micoplasmas.

El documento “CPMP/QWP/268/95 Nota guia sobre estudios de validacién viral: disefio,
contribucion e interpretacion de estudios que validan la inactivacidn y eliminacion de virus”
establece que “las reducciones logaritmicas del orden de 4 log o mas indican un efecto claro con
el virus de prueba concreto investigado”. Tomando en consideracion esta guia, los resultados
combinados de los pasos de inactivacién de este estudio validan el proceso de elaboracion de
Sanofi Pasteur en cuanto a la inactivacidn de los micoplasmas, un agente contaminante potencial,

3.3 Agentes de encefalopatia espongiforme transmisible

No se utiliza ninglin material obtenido de animales naturalmente vulnerables a la encefalopatia
espongiforme transmisible (EET) en la preparacién del MSL, ISL, WSL ni del DS,

Como se detalla en la seccién 3.2.5.2.3 Fuente, historia y generacion de las cepas virales
vacunales , las cepas virales de referencia fueron preparadas y suministradas por los Centros
Colaboradores de la OMS.

4  Agentes extraiios virales

Sanofi Pasteur ha llevado a cabo una evaluacién del riesgo de seguridad viral para evaluar el
riesgo del posible ingreso de un vitus extrafio en la preparacién del lote de siembra del virus de la
gtipe y/o en el proceso de elaboraci6én del DS. La estrategia de Sanofi Pasteur para la evaluacion
del riesgo de seguridad viral se basa en los principales aspectos siguientes, conforme a la:

e Ph. Eur. 5.1.7, edicion actual, "Seguridad viral";

s Ph. Eur. 0158, edicitn actual, "Guia para la vacuna antigripal”;

e Ph, Eur. 0153, edicién actual, "Vacunas para uso en seres humanos",

o vla EMA/CHMP/BWP/310834/2012 (Guia sobre vacunas antigripales: modulo de calidad).
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Ademés, para realizar la evaluacién del riesgo viral se utilizaron los principios de la

ICH Q5A(R1): "Viral safety evaluation of biotechnology products derived from cell lines of
human or animal origin" [evaluacion de la seguridad vital de productos biotecnolégicos derivados
de lineas celulares de origen humano o animal].

El objetivo de este estudio es evaluar la seguridad viral del DS de 1a vacuna antigripal (vacuna
antigripal fraccionada, inactivada) hacia los posibles contaminantes virales extrafios que pueden
resultar daflinos para el ser humano, considerando la preparacién de los lotes de siembra y el
proceso de produccion del DS, , ‘.

4.1 Principio

El control de la posible contaminacién del producto con virus extrafios se debe basar en la
combinacién de 3 enfoques:

+ Lvitar que los virus ingresen al proceso de produccion mediante la seleccién y el analisis de
las materias primas de origen biologico y de los materiales de iniclo (huevos y presiembras) y
mediante la evaluacién del proceso de elaboracién pata evitar la contaminacién (humana, de
los equipos y del entorno).

¢ Evaluar la capacidad del proceso de produccion de depurar (eliminar, reducir, neutralizar o
inactivar) los virus exirafios identificados como televantes,

¢  Analizar el producto en las etapas adecuadas del proceso de produccion para descartar ia
presencia de virus extrafios.

Esta evaluacion del riesgo se realizé en la preparacién de los lotes de siembra y en el proceso del
DS del virus de 1a gripe fraccionado, inactivado, para: :

¢ Identificar si los virus extrafios podrian contaminar el producto en etapas anteriotes al proceso
de elaboracion o en el mismo proceso.

* Identificar las recomendaciones o las medidas para minimizar e! riesgo de contaminacion
viral.

En la Figura 1 se presenta una descripeién del proceso de produccién de la vacuna antigripal
desde la preparacion del MSL hasta el DS, y representa los posibles puntos de ingreso de virus
extrafios y los pasos de eliminacion viral en el proceso de produccion.
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Figura I: Diagrama de flujo que indica el punto de ingreso de los materiales de origen®)
biolégico
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El enfoque utilizado para la evaluacién del riesgo de seguridad viral se basé en un "diagrama de
causa-efecto™ '

¢ materias primas: huevos, bancos virales, medios, soluciones, ete.;
¢ seres humanos: operadores;

* equipo;

¢ entorno;

¢ Mcétodos: procedimientos internos, instrucciones, etc.:

Para el ser humano, los equipos, el entorno y los métodos, el riesgo de una contaminacion viral
extrafia se considera bajo, vea la seccién 5.
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Ademas, la evaluacién concluyd que el principal riesgo identificado proviene de las materias
primas: :

o Laobtencion y las pruebas de los huevos embtionados y de los huevos embrionados SPF se
comenta en Ja seccion 2. El riesgo de que un virus extrafio ingrese en el proceso de produccién
por medio de estos huevos se considera bajo. E] tnico vitus extrafio que podria estar presente
en estos huevos es ALV, que se inactiva mediante el proceso (vea la Seccidn 4.3.2). Con base
en la utilizacion de las lineas de gallinas sin ALV y a la capacidad de eliminacién de ALV del
proceso de produccidn, el riesgo de una posible contaminacién de los huevos de produccién
embrionados con ALV es bajo.

» Los centros colaboradores de la OMS, los laboratorios reguiatorios esenciales de la OMS o los
laboratotios aprobados, no garantizan que la presiembra suministrada a Sanofi Pasteur no
contiene virus extrafios y, por tanto, se debe evaluar para determinar el posible riesgo de que
existan virus extrafios provenientes de muestra clinica utilizada para preparar la presiembra.

4.2 Virus dela gripe para presiembra

El origen de la presiembra es, generalmente, una muestra clinica extraida de seres humanos vy, por
tanto, podrian estar presentes virus extrafios en dicho aislamiento humano. Posteriormente, se
hace pasar la muestra clinica a los huevos SPF embrionados para producir la presiembra. El riesgo
de que estén presentes virus extrafios provenientes de estos huevos SPF embrionados se considera
igual al riesgo descrito en la seccion 2.2.1, que es bajo.

El dnico riesgo de que la presiembra se contamine con virus extrafios proviene del aislamiento
humano. En la Tabla 5 se presenta una lista de los vitus correspondientes, misma que se ajusta a la
lista sugetida por la EMA/CHMP/BWP/310834/2012 (Guia sobre vacunas antigripales: mddulo
de calidad).
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Tabla 5: Virus extrafios humanos de la muestra clinica

Virus extradios Familia ARN/ADN | Con envoltura Contrel de riesgos

Virus
respiratorio
sincicial Paramyxoviridae | -ARNmg Si Barrera entre especies y eliminacion por medio del fraccionamiento

Virusdela
parainfluenza

Adenovirus Adenovitidae ADNbe no Barrera de especie

Coronavirus Coronaviridae +ARNme | Si Barrera entre especies y eliminacion por medio del fraccionamiento

Rittovitus

Picornaviridas +ARNme | no Barrera de especie
Enterovirus

Virus de
Epstein-Bart

;ﬁﬁ del herpes | Herpesviridae ADNbe 5i Barreta cntte ¢species y eliminacion por medio del fraccionamiento
8

Citomegalovirus

Los virus con envoltura que se identifican como posiblemente presentes en el aislamiento humano
son Jos siguientes:

¢ Virus respiratorio sincicial, virus de ARN monocatenario
¢ Virus de la parainfluenza, virus de ARN monocatenario
s Coronavirus, virus de ARN monocatenario

o Vitus de Epstein-Barr, virus de ADN bicatenatio

s Virus del herpes simple, virus de ADN bicatenario

« Citomegalovitus, virus de ADN bicatenario
4.3  Estudios de eliminacién de agentes virales extrafios
4.3.1 Eliminacién de virus exirafios mediante el paso de fraccionamiento

4.3.1.1  Virus con envoltura

Se Hlevo a cabo un estudio con los siguientes virus modelo: virus de la leucemia murina (MLV: un
retroviridae de ARN monocatenario} y virus de la pseudorrabia (PRV: un herpesviridae de ADN
bicatenario). El estudio demosttd que los dos modelos se inactivan mediante el paso de
fraccionamiento con octoxinol 9 en un punto posterior del proceso de la vacuna antigripal. Estos
modelos de virus abarcan los virus de ARN monocatenario con envoltura y de ADN bicatenario
con envoltura, que se inactivan durante los pasos posteriores del proceso de elaboracion det DS.
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La Tabla 6 presenta virus extrafios de ser humano y especies aviares, asi como virus relevante
y/o virus modelo que se utilizaron para este estudio.
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Seccién 3242

Tabla 6: Virus extraiios

T
o
A

Virus extrafios Familia ARN/ADN Yirus modelo

Virus de la gripe aviar A Orthomyxovitidae -ARNmc MLYV: rettoviridae de ARNmc

Virus de la bronquitis infecciosa aviar Coronaviridac +ARNme MLYV: retroviridae de ARNme
Vitus de [a laringotraqueitis infecciosa aviar | Herpesviridae ADNbe zfl;\;;bllerp esvitidae de

L Vitus de la leucosis aviar Retroviridae ARNme MLV retroviridae de ARNmc

= Virus de la reticuloendoteliosis aviar Retroviridae ARNme MLYV: retroviridae de ARNme
Virus de la enfermedad de Marek Herpesviridae ADNbe i%\;{:bf;erpesviridac de

Virus de 1a enfermedad de Newcastle Paramyxoviridae -ARNme MLV retroviridae de ARNmc

Virus de la rinotraqueitis del pavo Paramyxoviridae -ARNme MLV retroviridae de ARNme

Virus tespiratorio sinciciai Paramyxoviridae -ARNmc MLV retrovitidae de ARNme

Virus de la parainfluenza Paramyxoviridae -ARNm¢ MLV retroviridae de ARNﬁgc

2 Coronavirus Coronaviridae +ARNme MLV retroviridae de ARNmc
g Virus de Epstein-Bart Herpesvirids ADNbe i%\lf;bh:mef"ifidae de
Virus del herpes simple Herpesviridae ADNbe iRD\Sbilerpesviridae de
Citomegalovirus Herpesviridae ADNbe i];\]i;bléerpesviridae de

El tratamiento ¢on octoxinol 9 se realizd en las condiciones "mds desfavotables” del proceso a una
concentracidn final del 0,5 % (v/v) y a 7 °C £ 1°C bajo agitacién durante 60 minutos, por
duplicado con los virus MLV, PRV con envoltura.

Los factores de reduccidn obtenidos después de 60 minutos de tratamiento se presentan en
la Tabla 7.
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Tabla 7; Factores de reduccion después de 60 minutos de tratamiento con octoxinol 9

Virus agregado

MLV

PRV

Cepa

Moloney

Kojnock

Factor reducido

1/300-1/600

1/300-1/600

Factor de reduccidn media (R)m e intervalo de confianza

Rmin, = (R)m = Rmax,
Corrida A
Corrida B

>5,58 (= InD)*
5,50 = Inf= 5,66
589

5,82=R)m=35095

5,25 (=Inf)
5,17 =1nf=3532

>822 (=inf)
5,14 =1nf=5,29

*

que Inf (>1af), un valor que corresponde & la sensibilidad de los andlisis.

El tratamiento con octoxinol 9 al 0,5 % (v/v) fue muy eficaz para inactivar MLV y PRV,

Cuando 1o se detectan partfculas infecciosas en la fraceidn, el factor de reduccidn se evalia como mayor

Para MLV y PRV, la robustez del tratamiento con octoxinol 9 se evalud en una sola corrida con
dos concentraciones reducidas de Triton-X~100; es decir, al 0,25 % (v/v) y al 0,1 % (v/v).

Los factores de reduccion obtenidos después de 60 minutos de tratamiento con concentraciones
reducidas de octoxinol 9 se presentan en la Tabla 8. -

Tabla 8: Factores de reduccién después de 60 minutos con concentraciones reducidas de

octoxinol 9

Virus agregado

MLV

PRY

Cepa

Moloney

Kojnock

Factor reducido

1/300-1/600

1/300-1/60¢

Experitnentos con concentracién reducida de Tritén X-100:

0,25 % {v/v}

Factor de reduccion media (Rym ¢ intervalo de
confianza

Rntin. = (R)m = Rm#x,

5,78 >4,91 (=Inf)*
4,85 = Inf = 4,96

5,71 =R=584

Experitnentos con concentracidn reducida de Triton X-100:

0,10% (viv)

Factor de reduccion media (R)m e intervalo de
confianza

Rmin. = (R)m = Rméx.

5,14 >4,91 (= Inf)
4,85 =Inf=496

4,91 = (R)m = 5,45

*

que Inf (>Inf), un valor que corresponde a la sensibilidad de los andlisis.

Cuando no se detectan particulas infecciosas en la fraccion, el factor de reduccion se evalta como mayor

El tratamiento con concentraciones reducidas de octoxinol 9 confirmé ¢l gran efecto de
inactivacidn que presenta el tratamiento sobre dos virus con envoltura MLV y PRV.
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En conclusién, con base en la barrera entre la especie humana y la aviar y en la capacidad de
eliminacion viral del proceso de purificacion de la vacuna antigripal, el riesgo de que un virus
extrafio con envoltura ingrese en el proceso de produccion a través de la presiembra se considera
bajo.

4.3.1.2 Virus sin envoltura

Los virus sin envoltura que se identifican como posiblemente presentes en el aislamiento humano
son los siguientes: '

s Adenovirus, ADN bicatenario
s Rinovirus, ARN monocatenario

o Enterovirus, ARN monocatenario
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No existe capacidad de eliminacién de los virus sin envoltura en los puntos posteriores del
proceso de elaboracién de la vacuna antigripal, la estrategia de control para detectar estos tres
virus en los lotes de siembra viral estd en proceso de definicion. No obstante, con base.en la
barrera entre la especie humana y la aviar; el riesgo de que uno de estos virus extrafios sin
envoltura ingrese al proceso de produccidn por medio de la presiembra se considera medio-bajo.

4,3.2 Inactivacidon del virus de la leucosis aviar

Los criaderos de puesta se deben generar a partir de linajes de gallinas sin ALV enddgeno. La
ausencia de ALV exdgeno también se verifica desde 2015 en todos los criaderos, al principio, a la
mitad y al final de la puesta de los huevos.

Ademds, el estudio de eliminacion de los virus con envoltura presentado anteriormente, demuestra
que el proceso de inactivacion utilizado para la vacuna antigripal también es capaz de inactivar el
ALV, No obstante, y segln los requisitos de la monografia 0158 "Vacuna antigripal (virién
fraccionado, inactivada)" de la Ph. Eur., edicién actual, se realizdé un estudio especifico para la
inactivacién del ALV, que se resume a continuacion.

El objetivo de este estudio consiste en validar las acciones del octoxinol 9 y del formaldehido por
separado dado que esta situacidn se considera el caso mds desfavorable. De hecho, estos dos
agentes actian conjunta y sucesivamente durante el proceso de elaboracion del DS y el octoxinol 9
alin estd presente en una cantidad efectiva en el momento de la adicién del formaldehido. Este
estudio se realiz6 con muestras de:

¢ Paso 15: estudio del efecto del tratamiento con octoxinol 9. El estudio se realizé con los
parametros de inactivacion més desfavorables, es decir, con el contenido mas alto de
nitrégeno (obtenido agregando ovoalbumina a la mattiz), los valotes mds bajos de duracién,
temperatura y contenido de octoxinol 9.

¢ Paso 19: estudio del efecto del tratamiento con formaldehido. El estudio se realizé con log
parametros de inactivacidn mas desfavorables, es decir:

¢+  Con el contenido més alto de nitrégeno tolerado, obtenido agregando ovoalblimina a la
mattiz.

¢ Laduracién més baja aceptada.
o  Pordebajo de la temperatura minima,
¢ Elcontenido minimo de formaldehido aceptado.

s  Sin octoxinol 9: la matriz analizada para el estudio se modificé y no contenia octoxinol 9 con el
fin de evaluar el efecto del formaldehido por si solo.

Se informé el ttulo viral presente en cada muestra y se calcularon los factores de reduccion viral
conseguidos con el virus de la leucosis aviar (ALV) a {in de determinar: :

»  Un factor de reduccién mas bajo debido a la accién del octoxinoel 9.

¢ Un factor de reduccion mas bajo debido a la accidén del formaldehido solo al 4,5 % (v/v)
durante 25 ha 15 °Cy después 24 h a 5 °C. La concentracion de formaldehido corresponde al
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valor mas bajo comparado con la concentracion utilizada para la etapa 19 de inactivacion de
proceso de elaboracion del DS (5 £ 0,5 % [v/v]) para la cepa A del virus gripal.

¢  Un factor de reduccion maés bajo debido a la accion del formaldehido solo al 2,25% (v/v)
durante 25 h a 15 °C y después 24 ha 5 °C. La concentracién de formaldehido corresponde al
valor més bajo comparado con la concentracion utilizada para la etapa 19 de inactivacién del
proceso d e elaboracidn del DS (2,5 £ 0,25 % [v/v]) pata la cepa B del virus gripal.

Los resultados se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9: Factores de reduccion del titulo del virus de la leucosis aviar

Corrida 1 Corrida 2
Factor de reduccién més bajo debido a Ia accién del 23,92+031 1og* 4,45+ 0,40 Igg*
octoxinol 9,
Factor de reduccion mds bajo debido a la aceion del 1,05+ 0,38 og 0,70 0,41 log
formaldehido al 4,5 % (v/v) durante 25 ha 15°C+ 24 h a 5 °C.
Factor de reduceién més bajo debido a la accidn del 2,01 £0,421log 1,75 £ 0,44 log
formaldehido al 2,25 % (v/v) durante 25ha15°C+24 ha
5°C,

* Este factor de reduccion estd limitado por el virus de la leucosis aviar inicial y el limite del método de

titulacién

Como cabria esperar, el efecto del formaldehido se reduce debido a las condiciones méas
desfavorables en las que se realizé el estudio. No obstante, la practica ha demostrado que nunca
ha tenido lugar una produccion en dichas condiciones mas desfavorables para todos los
parametros (contenido de nitrégeno, duracién, temperatura, contenido de formaldehido) al mismo
tiempo, segln los antecedentes de produccién de 1600 lotes. Ademas, el proceso de elaboracion
del DS siempre incluye un paso de fraccionamiento con octoxinol 9 antes de la inactivacién con
formaldehido, y por tanto el ALV se inactiva incluso antes de la adicion de formaldehido, como se
demostré durante el estudio. ’

En conclusidn, el estudio mostrd que el efecto del octoxinol 9 y del formaldehido es suficiente
para inactivar el ALV. Ademads, los huevos embrionados utilizados se derivan de criaderos de
pollos sin virus de la leucosis aviat.

El riesgo de una posible contaminacion de los huevos de produccion embrionados con ALV se
considera bajo.

43.3  Fraccionamiento e inactivacion de lgs virus gripales

Se lleva a cabo un analisis para detectar virus infecciosos residuales en los huevos embrionados
en cada lote de DS segiin los requisitos de la monografia n.° 0158 "Vacuna antigripal (virién
fraccionado, inactivada)" de la Ph. Eur., edicién actual, a fin de verificar la inactivacion del virus.
El andlisis se considera exitoso si no se observa hemaglutinacion causada por virus vivos. Se
pueden consultar mas datos sobre el método en [a seccién 3.2.8.4.2 Procedimientos analiticos.
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44 Conclusién

Después de evaluar el riesgo de que virus extrafios ingresen al proceso de produccion del DS de la
vacuna antigripal, solo tres virus, posiblemente provenientes del aislamiento humano utilizado
para preparar la presiembra, se identifican como relevantes: adenovirus, rinovirus y enterovirus
humanos. Para el resto de los virus humanos y aviares, el riesgo de una posible contaminacion se
considera bajo.

Los pasos de la elaboracion del DS son eficientes para la eliminacion de la mayorfa de los virus.
Mientras tanto, y a través de su informe de evaluacion de riesgo de seguridad viral, Sanofi Pasteur
evaltia actualmente la posibilidad de afiadir pruebas para tres virus relevantes, ya que no existe
capacidad de eliminacidn de estos virus sin envoltura en los pasos posteriores del proceso de Ja
vacuna antigripal. Mientras se espera la implementacion de este cambio, el riesgo de
contaminacion con un agente extrafio se considera bajo control.

5 Proceso y entorno de elaboracion

La vacuna antigripal se elabora seglin las buenas précticas de manufactura (BPM) en éreas
¢lasificadas para ptevenir la contaminacion viral y no viral del produeto. En otras seccionies del
modulo 3 del DTC se detallan las condiciones operativas de elaboracidn, las caracteristicas del
equipo, el disefio de la instalacion y los diagramas de flujo del proceso para las diferentes etapas
de produccion de la vacuna antigripal.

E1DS y el DP, asf como los lotes de siembra de la vacuna antigripal se elaboran de acuerdo con
las BPM actuales en &reas clasificadas para prevenir la contaminacion viral y no viral del producto
a lo largo de todo el proceso de elaboracion. La organizacion de las operaciones, los flujos de
personal, asi como el monitoreo del entorno limitan la probabilidad de que un virus extrafio se
introduzea en el proceso (para obtener mas datos, vea la seccién 3.2.A.1, Instalaciones y equipo).
A continuacién se enumeran las medidas més importantes para limitar estos riesgos:

¢ Eloperador lleva proteccién adecuada (guantes y cobertura facial o prendas protectoras
completas y sin particulas) y la ropa del operador esté adaptada al grado de clasificacion de las
4reas limpias, de conformidad con los requisitos de las BPM. Ademas, la capacitacion del
personal en el lugar de trabajo incluye practicas para minimizar el riesgo de contaminacion.

s Eluso de sistemas abiertos que podrian ocasionar la exposicién directa del producto al entorno
circundante esta limitado. Para los pasos de elaboracion se utilizan de preferencia equipos de
procesamiento en los que el producto no estd expuesto al entorno inmediato de la sala.

¢ Los procesos de elaboracion estin validados, en especial la filtracidn esterilizante del DS y el
DP y el llenado aséptico del DP.

« Lamayor patte de los equipos y recipientes de produccion se someten a tratamiento térmico,
esterilizacidn con vapor o tratamiento quimico mediante procedimientos validados antes de
utilizarlos, Ademas, las instalaciones, equipos y recipientes se limpian o higienizan y se
descontaminan por métodos adecuados y validados después de su uso.
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Yacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)  Evaluacién de seguridad de agentes exfrafos—

+ Los tampones vy las soluciones utilizados en el proceso de elaboracion se someten a unax‘% 5
filtracién de 0,22 pm antes de su uso (salvo la solucién de formaldehido que se utiliza en
etapa 19 del proceso de elaboracion del DS).

Por Giltimo, todas estas precauciones y, en especial, el uso de condiciones ambientales de
elaboracién adecuadas y la aplicacién estricta de las BPM contribuyen eficazmente a limitar el
riesgo de introduccidn de contaminantes virales o no virales durante la elaboracién de la vacuna
antigripal.
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6  Pruebas de seguridad en etapas adecuadas de la produccion

Ademis de la evaluacién de seguridad de agentes extrafios antes mencionada, se llevan a cabo
pruebas de control de calidad (CC) en varias etapas adecuadas del proceso de elaboracion de ia
vacuna antigripal, con el fin de verificar la ausencia de agentes extrafios virales y no virales que
pudieran afectar la calidad del producto final,

Un panorama de las pruebas de seguridad realizadas con la vacuna antigripal se presenta en
la Tabla 10,

Tabla 10: Panorama de las pruebas de seguridad durante el proeceso de elaboracion de la
vacuna antigripal :

seplll‘ll-lied];? \l'iiial Pruebas de seguridad no viral ,
& Referencia de In
Etapa de , seccidn para los
produccion | Yirus iex::aﬁos if::r?)?i:nn . Esterilidad resultados de las
Aviares I:ntes de la | Micoplasmas® | Endotoxina bacteriana y pruebas
filtracién fingica
Huevos X NRE X NR NR 3.2.5.2.3. Control de
fertilizados . | tos materiales fliete y
de erladeros de iniclo de origen
de gallinas . birloglco
sPrf
Huevos X8 NR X NR NR 3.2.8.2.3, Control de
enbrionados {os materiales fuente v
provenienies de fhicio de origen
de ¢rinderos bielogico
sanos
WSL NR NR X NR X 3.2.8.2.3 Sistema de
lotes de stembra viral,
catacterizacion y
pruebas
ns NR X NR X X 3.2.5.4.4 Andlisis de
| lotes
PFAG NR X NR NR X 3.2.P.5.4 Anilisig de
lotes
FpP NR X NR X X 3.2.P.5.4 Andlisis de
lotes

*

Por los métodos de cultivo y epifluorescencia

T Meétodo 5.2.2 "Contrel de vacunas” de ta Ph. Eur., edici6én actual

e NR: No realizada

§ Virus de la gripe aviar tipo A
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7  Conclusion

Después de evaluar el riesgo de que agentes bacterianos y/o virales extrafios ingresen al proceso
de produccion del DS de la vacuna antigripal, el riesgo de una posible contaminacion se considera
bajo.

De hecho, la produccién de la vacuna antigripal garantiza un alto nivel de prevencién de una
posible contaminacion con agentes extrafios, virales y no virales, mediante el analisis de las
materias primas y la vigilancia de la calidad del producto en los pasos relevantes del proceso de
claboracion. Ademas, cabe destacar que existen pasos especificos de fraccionamiento e
inactivacion viral en el proceso de elaboracién, porque la vacuna antigripal es una vacuna de
virion fraccionado, inactivada. Estos pasos son eficientes para la eliminacion de la mayoria de los
virus. Mientras tanto, y a través de su informe de evaluacién de riesgo de seguridad viral,

Sanofi Pasteur evala actualmente la posibilidad de afiadir prucbas para tres virus relevantes, ya
que no existe capacidad de eliminacion de estos virus sin envoltura en los pasos posteriores del
proceso de ta vacuna antigripal.

Con base en toda la informacion suministrada en esta seccidn, el riesgo de contaminacion con un
agente extrafio se considera bajo control.
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivado)

Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Fabricantes

El nombre y la direccidn de los fabricantes del principio activo (DS), asi como sus
responsabilidades se resumen en [a Tabla 1.

Tabla 1: Fabricantes del DS

Nombre dei fabricante Direecion del fabricante Proceso de elaboracion
Sanofi Pasteur, Marcy U'Etoile 1541, avenue Marcel Mérieux Pruebas de control de calidad dei DS
{(MLE) 69280 Marcy I'Etoile

Francia
Sanofi Pasteur, Val de Reuil Parc Industriel d*Incarville Elaboracidén de los lotes de siembra
(VDR) 27100 Val de Reuil Elaboracién del DS

Francia : Pruebas de control de calidad del DS

2 Lotes, escala y sistema de numeracion

2.1  Breve descripcién del proceso de elaboracion

La elaboracion del DS comprende 22 etapas y se divide en 2 partes:

o Laprimera parte consta de las etapas 1 a 9, desde la recepcion de los huevos y la toma de
muestras para inspeccidn al trasluz hasta la cosecha monovalente concentrada.

s Lasegunda patte consta de las etapas 10 a 22, desde la cosecha monovalente concentrada
hasta el llenado y almacenamiento final del DS.

Cada cepa viral se multiplica en huevos embrionados. Luego de la incubacién, los huevos se
enfrian a fin de detener la multiplicacion viral y evitar la diseminacion de células sanguineas
durante la cosecha. El liquido alantoideo se cosecha, se clarifica mediante centrifugacion y
filtracion y fuego se concentra mediante ultrafiltracion. Se purifican las particulas virales mediante
ultracentrifugacion isopicnica en un gradiente de sacarosa. La filtracion se realiza entre la primera
y segunda etapas de ultracentrifugacion isopicnica. Luego, las particulas virales se fraccionan con
octoxinol 9. La suspensién viral fraccionada se clarifica mediante centrifugacion y el contenido de
octoxinol 9 se elimina por diafiltracién. El virus fraccionado se inactiva con formaldehido luego
de un paso de filtracién. La etapa final del proceso de elaboracion del DS es una filtracidn de

0,22 um. Se describen los tiempos de retencidén mayores de 12 horas (duracién y temperatura de
almacenamiento).
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2.2 Definicién de lotes y escala

Un lote de DS (ctapa 21 del proceso de elaboracién del DS) corresponde a la cantidad de virus
que se obtiene de la cantidad de huevos introducidos en el proceso en la etapa 1 (recepcion y toma
de muestras de los huevos) e inoculados el mismo dia con el mismo indculo. El tamafio méximo
de lote corresponde a 320 000 huevos introducidos en el proceso de elaboracion del DS en la
etapa 1. ‘

2.3  Sistema de numeracion de lotes

El nimeto de lote es una secuencia (nica y no descriptiva de caracteres que se asigna mediante un
sistema informatico validado. Este sistema se utiliza para la gestion del proceso de elaboracion
asistido por computadora. El programa asigna de forma automatica un niimero cuando se crea la
orden de elaboracidn; de esta manera, los lotes de produccién consecutivos no siempre
corresponden a nlimeros consecutivos, El niimero de lote se asigna a todas las etapas de
produccién de cada uno de los lotes de siembra o de DS.

3 Descripcion del proceso de elaboracion y controles del proceso
3.1 Multiplicacion y cosecha viral (etapas 1 a 9)

En la Figura 1 se presenta el diagrama de flujo del proceso para la produccion de la cosecha
monovalente concentrada.
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Figura 1: Diagrama de flujo de la multiplicacion y cosecha viral BYIST
%
Solutions
Preparation of the inoculum Reception, sampling and
Inoculum buffer solution with the Working Sead Lot candling of eggs
[stage 3) ~ (Stages1and 2)

]

Inoculation into embryonated
Bggs
[stage 4}

J

Incubation of inoculated eggs
and storage in a cold room
(stage 5)

A}

Allantoic Fluid Harvest
(stage B)

J

Clarification by centrifugation
0.125M buffered citrete solution & ahd coarse filtratlan

(stage 7)
)

Concentration by ultrafiltration
1.125M buffered citrate selution | (stage B}

L

Concentrated monovalent
harvest
Dispensed in smalier fractions
{stage 9)

0.125M buffered citrate solution

* The mahufacturing process is monitored by process'parameters which are not critical

3.1.1  Desecripeion del proceso

3,1.1.1 Inoculacion

Etapa 1: Se reciben los huevos embrionados provenientes de criaderos sanos y se toman muestras
para inspeccidn al trasluz.

Etapa 2: Para cada entrega de huevos de los criaderos, se analiza una muestra estadisticamente
representativa para gatantizar que la calidad de los huevos y los embriones cumple con las
especificaciones para la produccion del virus gripal (nimero de huevos sucios, niimero de huevos
contaminados). Los huevos de las muestras de cada uno de los criaderos incluidos en una entrega
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se deben incubar sin inoculacion del lote de siembra de trabajo (WSL), simultdneamente
huevos inoculados, y se consideran “huevos de control”.

Etapa 3: Se descongela el WSL y se diluye en solucién tampdn con inéculo Se puede afiadir
opcionalmente hidrocortisona al tampén con indeulo para las cepas A o B.

Etapa 4: Las cavidades alantoideas de los huevos se inoculan con un volumen de indculo adaptado
para obtener un rendimiento viral maximo.

La cantidad de virus utilizada para esta inoculacién depende de cada WSL. Para cada WSL se
selecciona la combinacién optima de parametros (dilucién del WSL, duracion del cultivo viral y
temperatura de incubacion), tras haber probado diferentes combinaciones de dichos parametros en
un numero reducido de huevos embrionados. La combinacion dptima es la que corresponda al
titulo maximo de antigeno hemaglutinina (HA) y que garantice el mejor rendimiento. Los
resultados del plan de experiencia desarrollado a escala reducida y detallado mas arriba se pueden
adaptar en el caso de que la produccion a escala industrial demuestre que otra combinacién serfa
mds adecuada en cuanto a rendimiento.

3.1.1.2 Multiplicacién viral

Etapa 5: Se incuban los huevos inoculados: las condiciones dptimas de incubacidn, entre ellas 1a
temperatura y la duracion de la incubacion, se definen para obtener un rendimiento viral maximo.
Después de la incubacidn, los huevos se transfieren a una camara frigorifica para detener la
multiplicacion viral y evitar la diseminacion de células sanguineas dutante la cosecha,

3.1.1.3  Cosecha
Etapa 6: Tras la apertura y control de los huevos, se cosecha, se filtra y se agrupa el liquido
alantoideo.

Etapa 7: Después, la suspension se diluye con citrato (3,125 M tamponado vy se clarifica por
centrifugacién y filtracidn gruesa de 20 pm.

Etapa 8: La suspension viral clarificada se concentra mediante ultrafiltracion para constituir la
cosecha monovalente concentrada.

Etapa 9: La cosecha monovalente concentrada se dispensa en fracciones més pequefias antes de fa
purificacion. El volumen de cada fraccion se define para que contenga el equivalente de
35000+ 5 000 huevos.

Se puede aplicar un tiempo maximo de retencion de 84 horas a +5 °C = 3 °C en la etapa de
cosecha monovalente {(etapa 9) o antes de dispensar en fracciones mas pequefias (etapa 8).

3.1.2 = Controles durante el proceso

No se realizan pruebas de control durante el proceso (IPC) en la produccidn de la cosecha
monovalente concentrada,
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3.2 Elaboracion del principio activo {etapas 10 a 22)

El diagrama de flujo del proceso que muestra las distintas etapas de elaboracion, desde la
purificacién de la cosecha monovalente concentrada hasta el principio activo, asi como el llenado
y almacenamiento postetiores, se presenta en la Figura 2.
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Seccidn

Figura 2: Diagrama de flujo desde la purificacion hasta el DS
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Tatal Nitrogen |
tontent |

Stage 10: I
-Equivalent eggs criterian {for 2ach fraction) = 35000 :
+5 000 eggs ;
- Cantrifuge force around 90000g i
- Fractians of interest: 50% - 28% sucrose i

Mk e i ek ek M o b e bk o n ot e e b o

fo o 3 i D o ) 5
I Stage 12: '
l. Equivalant eggs criterion (for each fraction) = I
|90 000 - 160 000 eggs |
" Centrifuge farce around 90 000g |
I Eractlans of interest: - 50% - 35% sucrose [

I

: - 35% -~ 22% sucrose

L e L R I R P e e |

| Stage 13: |
I- Eantrifuge farce araund 58 500g |
L Centrifugation platesu: at least 3 hours |
I;Freu:tlons of Interast; 50% - 35% sucrose [

OE oG S6 e S0 BX eM Sk G O O5 OE S BT OR N S0 aE e

| I
| Stage 15: |
| « ADD = ODz900m - OD3z00= 7.5 2 0.8 i
I I

| Stage 16 i
| - Ratio of Octoxynal-8: 0.5% + 0.05% [v/v) 1
I - splitting: homogenization at least 1 hour at 300-330 |
1" rpm for V250 or at 400-440rpm for V>25L~ |
Tempetature: 22° £ 3°C I

- Centrigugation: feeding flow: 200 ¢ 10 mL/min :

b e P e e L L i e -
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivado)

r r
IN-PROCESS ! |
: CONTRGL TESTS | | CRITICAL PROCESS PARAMETERS :
i ' Stage 17: '
' - PBS solution T;f-;:;af;)“ : - ?,Eﬁl,::t:f’: i\:glll;:'lse: 10.t 2 volumes of PBS for 1 :
| | pension |
|- Cut-off membrane : 50 kDa i
| Cancentration factor between 1 and 2 |
. o ‘ S Stage1s: '
! - P3S salution D'Iu::_"ﬁ?g :'];r;tm" ” i 'zzt:tle:':mge" : : - Homogenization after dilution at least 15min with :
i ’ - || @ Reynclds number 2 10000 I
i (stage 18] ] P 1= AOD = O0300m - ODyoorm=2.5£ 0.3 |
i Stage 1%: s
["" MR s ; - Dilution of Formaldehyde with PBS actordingto  {
: i Inactivation b | ! cfalculation to obtain: 0.2% [w/v) |
 -0.2% Formaldehyde [ 1 furmaldehyd: : . ;'lra.l sufsgenslclr;timdpelrature: 20° 4 5°C :
| solution f istage 19) I i at'“":’ ormaldenyce : {
t [ 5% +/- 0.5% (v/v} for strain A
LT T e [ or 2.5%+/-0.25 % {v/v) for strain B !
| ]{ - Homogenization: At least £5 min with a Reynolds !
| Bisburden : | number 210 000 1
| l[ - Mandatory transportation of the solution in other |
b s I container i
t - Inactivation: duration 25 - 26 hours at 20° £ 5°C |
P under stirring with 2 Reynolds humber 2 10 000 ]
1 sterllzing fitracion L - £nd of inactvation 24 -96 hours  SC23C 4
i - PBS solution and diluticn jrmm e ; - ;‘0 """""" "‘i
] stage 20 age 20:
: age 20 : < Porasity of the sterilizing filtar 0.45 pum + 0.22 gm |
| - Dilution factor; 1,22 0,1 |
- | - Homogenization: at least 30 mins with 1 Reynolds |
[~Residual | number 210000 :
[ Formaldehyde o= = o= = e e m i o
Drug Substance | content
(stage 21) N | - Appearance :
| ~ bl
| Qc tests : [ -Endotoxins_ |
- KA identification |
ey - HA content |
| - NA identification * : ;'" Sesmss h;t;g ';‘2— """""""" |
m | - NA enzymatic activity * 2 ici
Fllhné:;r;: sztzo}rage { - Bacterial and fungal : : Tempferature: +5°C+3°C :
| sterility | | Duration; 24 months |
| - Residual infectious f TTTTmTmmmmmss s s mm e s
[ e e ey | wvirug |
i CRITICAL STEPS : L- Octoxynal-9 content |
e e m m e am o e

_* Performed only on the three first monevalent bulk batches manutactured from any new warking seed lat.
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Sanofi Pasteur
Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivado)

3.2.1  Descripcion del proceso

3.2.1.1 Purificacion

Se llevan a cabo tres pasos de purificacion consecutivos por ultracentrifugacién isopicnica en la
cosecha monovalente que contiene virus gripal.

Paso de purificacion 1

Etapa 10: Cada fraccion de la cosecha monovalente concentrada, que contiene el equivalente de
35 000 £ 5 000 huevos, se purifica mediante ultracentrifugacion isopicnica en un gradiente de
sacarosa. Las moléculas pequeiias fluyen a través del rotor sin penetrar el gradiente de sacarosa,
mientras que las moléculas mas grandes ingresan en el gradiente a mayor o menor profundidad,
seguin su tamafio y densidad. Una vez terminada la centrifugacion, se recoge el contenido del rotor
de la centrifuga y se evalla la concentracion de sacarosa de cada fraccion por refractometria. Las
fracciones que contienen entre un 50 % y un 28 % de sacarosa presentan la mayor parte de la
actividad viral; éstas se recogen y se agrupan,

Etapa 11: Las suspensiones virales obtenidas de la etapa anterior s¢ agrupan para obtener el
equivalente de 90 000 hasta 160 000 huevos para la etapa 12 que aparece a continuacion. La
suspension viral obtenida se filtra a través de membranas de tamafio de poro decreciente, desde
1,2 um hasta 0,45 pm, y se diluyen en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) antes de [a
segunda etapa de purificacion. Los filtros se tratan antes de su uso con una solucién PBS con
polisotbato 80 para mojar las membranas y facilitar el paso de filtracién, La solucion PBS con
polisorbato 80 se elimina antes de filtrar la suspensidn viral.

Se puede aplicar un tiempo de retencidn maximo de 84 horas a +5 °C £ 3 °C después de la
filtracion, '

Paso de purificacion 2

Etapa 12: Cada fraccidn, que contiene el equivalente de 90 000 hasta 160 000 huevos, se
centrifuga nuevamente por ultracentrifugacion isopicnica en un gradiente de sacatosa, en las
mismas condiciones de preparacidn de la primera etapa de purificacion. Se recolectan las
fracciones que contienen del 50 % al 35 % de sacarosa (fraceidn A, que corresponde a las
fracciones que contienen la mayor parte de la actividad viral), Las fracciones que contienen
del 35 % al 22 % de sacarosa también se recolectan y se agrupan para una nueva purificacion en
un tercer gradiente de sacarosa.

Paso de purificacion 3

Etapa 13: Después de la adicion de PBS, se lleva a cabo una dltima etapa de purificacion con la
agrupacion de las fracciones recolectadas de la segunda etapa de ultracentrifugacién isopicnica,
las cuales contienen del 35 % al 22 % de sacarosa. Se procesan mediante una tercera y dltima
ultracentrifugacion isopicnica a alrededor de 58 000 g en un gradiente de sacarosa que va del
60 % al 0 % (p/p). El gradiente de sacarosa se prepara utilizando soluciones de sacarosa al

34 % £ 0,5 % (p/p) y al 60 % £ 0,5 % (p/p).
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