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Después de una centrifugacion estable de al menos 3 horas, se cosechan las fracciones de
sacarosa. El contenido de sacarosa de las fracciones se evalia mediante refractometria. Las
fracciones que contienen del 50 % al 35 % de sacarosa se cosechan y se agrupan (fraccion B).

Etapa 14: La fraccion B se agrupa con la fraccion A para constituir la agrupacion viral purificada.

Se puede aplicar un tiempo de retencion maximo de 36 horas a +5 °C £ 3 °C en la etapa de
agrupacion viral purificada.

3.2.1.2 Fraccionamiento

Etapa 15: El contenido proteico de la agrupacidn viral purificada se reduce y estandariza mediante
una dilucion apropiada en solucion PBS hasta aproximadamente una diferencia de la densidad
dptica medida (DO), respectivamente, a 280 nm (absorcion de proteinas y absorcion debida a la
opalescencia de la suspensidn viral) y a 320 nm (absorcién debida a la opalescencia de la
suspension viral): ADO = DOz nm — DOs2om =75 £ 0,5

Etapa 16: Sc agrega solucidn de octoxinol 9 (el agente de fraccionamiento) para obtener una
concentracion final de 0,5 % % 0,05 % v/v. El contacto es de al menos | hora con agitacion a baja
velocidad, de 300 a 330 rpm, para un volumen igual o menor que 25 L, o de 400 a 440 rpm para
un volumen superior a 25 L. La etapa de fraccionamiento se realiza a +22 °C £ 3°C, Se afiade la
suspensién viral fraccionada a la centrifuga a un flujo objetivo de 200 + 10 mL/min y se clarifica
mediante centrifugacién a aproximadamente 32 000 g. Cuando termina la centrifugacion, se
asegura la méxima recoleccion de suspensidn viral mediante la introduccidn de una solucién de
sacarosa al 60 % % 0,5 % en el rotor.

Etapa 17: Se diafiltra un volumen de la suspensién viral fraccionada frente a solucién PBS,
utilizando una membrana que permita la eliminacidn del octoxinol 9. Al final de la etapa, la
suspension viral fraccionada se concentra con un factor de entre 1 y 2.

3.2.1.3 Inactivacion

Etapa 18: El contenido proteico se reduce y estandariza mediante dilucién en solucién PBS y
luego se pasa a través de un filtro con una doble porosidad de 0,65 pm y de 0,45 um. La solucion
se homogeneiza durante al menos 15 minutos a una velocidad de agitacidn que permita tener un
nimero de Reynolds no inferior a 10 000. Tras la homogeneizacion, la diferencia de DO
determinada respectivamente a 280 nm y a 320 nm es ADO = DO2go am = DO0320 nn = 2,5 £ 0,3,

Etapa 19: Se agrega una solucién de formaldehido a la suspension viral hasta alcanzar una
concentracién de formaldehido del 0,01 % (p/v) para las cepas gripales A o del 0,005 % (p/v) para
las cepas gripales B. La solucion se agita durante al menos 15 minutos a una velocidad de
agitacion que permita tener un nimero de Reynolds no inferior a 10 000, Se transfiere la
suspension a varios recipientes que se trasladan a otra sala. La inactivacién del virus dura de 25 a
26 horas a +20 °C + 5 °C bajo agitacidn, seguida por almacenamiento a +5 °C £ 3 °C durante 24 a
96 horas. ‘
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3.2.1.4  Filtracion esterilizante de 0,22 um

Etzpa 20: La suspensidn viral inactivada y fraccionada se pasa a través de un filtro esterili
con una porosidad doble de 0,45 pm y 0,22 pm y se diluye a un factor de 1,2 £ 0,1 en PBS par
constituir el DS. Se prueba la integridad de la membrana de filtracién, Se agita la suspension
durante al menos 30 minutos. La suspension se agita al menos 30 minutos a una velocidad que
permita tener un namero de Reynolds no inferior a 10 000.

3.2.1.5 Llenadoy almacenamiento

Etapa 21: Se toman muestras para las pruebas de control de calidad de liberacion.
Etapa 22: El granel monovalente se transfiere a envases,

El DS se almacena a +5 °C £ 3 °C hasta 24 meses, La vida Gtil v las condiciones de
almacenamiento se basan en los resultados de estabilidad que se describen con més detalle en las
secciones 3.2.5.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad y 3.2.8.7.3 Datos de estabilidad.

3.2.1.6 Transporte

Los DS se utilizan para la mezcla en la planta de elaboracién de VDR y no hay transporte del DS
entre plantas de elaboracidn,

322 IpPC
La Tabla 2enumera las pruebas IPC para cada etapa de produccion. Se suministran mas detalles

gobre los criterios de aceptacion y métodos de prueba en las secciones 3.2.8.2.4 Controles de los
pasos criticos e intermedios y 3.2.8.2.6 Desarrollo del proceso de elaboracion.

Tabla 2: Pruebas IPC realizadas durante la elaboracién del DS

Etapa del proceso de elaboracién Prueba Criterio de aceptacion
Etapa 15 Contenido de nitrdgeno total | <600 ug/mL
Etapa 18 Contenido de nitrégeno total | <200 pg/mL
Etapa 18 pH 7,2-7,5
Antes de la filiracién esterilizante de 0,22 um (etapa 20) Carga microbiana <100 UFC/100 mL
Liguido ligeranmente blancuzeo v

DS (etapa 21) Aspecto opalescente,
DS (etapa 21) pH 6,8-7,6.

Contenido de endotoxinas
DS {etapa 21) bacterianas <100 Ul/mL

Contenido de formaldehido
DS (etapa 21) residual <85 pg/mL
RA_0928140 Informacion confidencial/propietaria
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4 Control de materiales

4.1 Materiales de grado farmacopeico y no farmacopeico

4.1.1

Materias primas y materiales de inicio descritos en una farmacopea

La lista de las materias primas de origen sintético utilizadas en la elaboracién del DS se presenta

en la Tabla 3.

Todas las materias primas descritas en esta tabla se analizan mediante métodos de una farmacopea
y s¢ liberan si los resultados de las pruebas cumplen las especificaciones mencionadas en la

monografia.

Tabla 3: Lista de materias primas de origen sintético y referencias a la farmacopea

Nombre de la
materia prima

Referencia a la
farmacopea

Uso

Etapa del proceso de elaboracién

Sacarosa

Ph. Eur. 0204,
edicion actual

Solucidn de sacarosa al
34 %4755 %60 %

Produccién del lote de siembra:

- Concentracion del WSL (etapa 9)
Produccidn del DS:

« Pwrificacion (etapas 10, 12y 13)

- Fraccionamiento (etapa 16}

Citrato de sedio

Ph. Eut. 0412,
edicién actual

Solucion de citeato 0,125 M
tamponada

Produccion del DS:
- Cosecha (etapas 6,7y 8)
- Purificacion (etapas 10y 12)

Polisorbato 80 Ph. Eur. 0428, Solucién salina tamponada con fosfato | Produccion del DS: .
edicion actual (PBS) con polisorbato 80 - Humectacion de fos filtros utilizados en
ia etapa de purificacién (etzpa 11)
Sulfato de Ph. Eur. 0197, Solucion tampdn del indculo para la Produccion del DS:
neomicina edicidn actual preparacién del DS

» Preparacion del indeulo cont el WSL
(etapa 3)

Hidrocortisona

Ph, Eur. 0335,
edicidn actual

Solucibn tampén del indeuio para Ia
pteparacién del DS

Produceion del DS:

- Preparacidn del indeulo con el WSL
(etapa 3}
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Nombre de la
materia prima

Referencia a la
farmacopes

Uso

Etapa del proceso de elaboracion

Cloruro de sodio

Ph. Eur. 0193,
edicién actual

Solucién tampon del indculo
destinada a la prenaracion de lotes de
slembra y solucién para prepatacion
det DS

Solucion tampdn del indeulo paca la
produccidn dei DS

Solucion de eitrato 0,125 M
tamponada

Solucion PBS
Solucién PBS con polisorbato 80

Solucién de sacarosa al
34 94/55 %760 %

Solucién de formaidehido al 0,2 %

Produceién del lote de siembra:

- Preparacion del indculo parz el lote de
siembra maestro (MSL), lote de siembra
intermedio (ISL) y WSL (etapa 4)

- Concentracidn del WSL (etapa 9}
- Filtracidn del WSL (etapa 10)

' Produccion del DS:

- Preparacidén del indeulo con el WSL
(ctapa 3)

- Cosecha (etapas 6, 7 y 8)

- Purificacion (etapas 10, 11, 12 ¥ 13)
- Fraccionamiento (etapas 15, [6 ¥ [7)
- [nactivacion (etapas 18 y 19)

- Filtracion esterilizante (etapa 20)

Cloruro de potasio

Ph. Eur. 0185,
edicion actual

Solucion PBS
Solucién PBS con polisorbato 80

Solucién de sacarosa al
34 %/55 %760 %

Solucién de formaldehido al 0,2 %

Produccion del lote de siembra:

- Concentracidn del WSL {etapa 9)
Produccién del DS:

- Purificacion (etapas 10, 11, 12y 13)
- Fraccionamiento (etapas 15, 16y 17)
» Inactivacién (etapas 18 y 19)

- Filtracién esterilizante (stapa 20)

Produccidn del lote de siembra:

Dihidrogenofosfate | Ph. Eur. 0920, Solucion tampdn del indeulo
de potasio edicidn actual dfestigada & 1&11 pxl'c?paracién de 1<:»te's(J de | _ Preparacién del inoulo para ol MSL,
31:11% sra ¥ solucion para preparacion ISL y WSL (etapa 4)
Sofucion fempdn del indeulo parala | Cononracion del WS (etapa )
produccion del DY « Filtracion del WSL (etapa 10)
Solucion PBS Produceion del D8
Solucién PBS con polisorbato 80 - Preparacion dei indeulo con el WSL
. . (etapa 3)
Solucidn de sacarosa al 0
34 %/55 9%/60 % - Purificacion (etapas 10, 11, 12y 13}
Solucién de formaldehido al 0,2 % » Fraccionamiento (etapas 15, 16y 17)
= {nactivacion {etapas 18 y 19)
- Filtracidn esterilizatite (etapa 20}
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VYacuna antigripal tetravalente {virion fraccionado, inactivado)

Noml:!re df: la Referencia a la Uso
materia prima farmacopea
Hidrogenofosfato Ph. Eur. 0602, Solucién tampdn del indculo Produccion dei lote de siembra:
disédico dihidrate | edicién actual d_estinada ala pfe’paracién de lotei de | . Preparacion del inbeulo para el MSL,
erllljlasra y solucién para preparacion ISL y WSL (ctapa d)
. , ., - Concentracidn de! WSL (etapa 9)
Solucion tampén del indeulo para la
produceién del DS - Filtracion del WSL (etapa 10)
Solucién PBS Produccion del DS:
Solucién de PBS con polisorbato 80, - Preparacién del indeulo con el WSL
solucidn de sacarosa al (etapa 3)
34 %6/55 9%/60 % - Purificacién (etapas 10, 11, 12 y 13)
Selucién de formaldehido al 0,2 % - Fraccionamiento {etapas 15, 16 y 17)
- Inactivacién (etapas 18 vy 19)
~ Filtracidn esterilizante (etapa 20)
Solucién de Ph. Eur. 0826, Solucion de formaldehido al 0,2 % Produccion del DS:
formaldehido edicién actual” - Inactivacién (etapa 19)
Agua purificada Ph. Eur, 0008, Solucion tampén del indeulo Produceitn del lote de siembra;
edicidn actual dlestinada ala pt:gparacién de lote.s’ de |, Preparacién del inéeulo para el MSL,
Zl;ngasra y solucidn para preparacién ISL y WSL (etapa 4)
Solucién tampén del indeulo para la - Concentracion del WSL (etapa 9)
produccion del DS - Filtracion del WSL (etapa 10)
Soluci6n de citrato 0,125 M Produccitn del DS:
tamponada - Preparacion del inéculo con el WSL
Solucién PBS . (etapa 3)
Solucién PBS con polisorbato 80 - Cosecha (etapas 6, 7y §)
Solucién de sacarosa al - Purificacidn (etapas 10, 11, 12 y 13)
34 %/55 %60 %
Agua Ph, Eur, 1927, Solucidn tampon del indeulo Produccién del lote de siembra:
ultrapurificada edicion actual dlestinada ala pt:ezparacién de lofe.s’ de | _ Preparacion del indeulo para el MSL,
o o Zleeln;)bsra ¥ solucidn para preparacion ISL y WSL (etapa 4)
Agua para Ph_. Eur. 0169, i , . . - Concentracion del WSL (etapa 9)
inyectables edici6n actual s;’;gﬁt"c?gsggf’ggel indculoparala | Filtracién del WSL (ctapa 10)
Solucidn de citrato 0,125 M Produccién del DS:
tamponada - Preparacion del indculo con el WSL
Solucién PBS (etapa3)
Solucién PBS con polisorbato 30 - Cosecha (etapas 6,7y 8)
Solucién de sacarosa al - Purificacidn (etapas 10, 11, 12y 13}
34 %/55 %/60 % - Fraccionamiento (etapas 15, 16y 17)
Solucién de formaldehido al 0,2 % - {nactivacion {etapas 18 y 19)
preparada extemporancamente - Filtracidn esterilizante (etapa 20)
* Para la solucién de formaldehido, la lista de pruebas, sus métodos y sus critetios de aceptacidn cumplen

con la Ph. Eur. 0826, edicion actual, salvo para el andlisis de metanol. Esta prueba se realiza mediante un

método interno con cromatografia de gases (métode n.° 2,2.28 de 1a Ph. Eur., edicion actual), sin embargo,
el criteric de aceptacién de la prueba es el que s¢ describe en la monografia n.° 0826 de la Ph. Bur., edicién
actual, es decir, 9,0 % v/v 2 15,0 % v/v.
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Los materiales de inicio de origen bioldgico descritos en la Farmacopea Europea se presentafcs
la Tabla 4.

Todos los materiales de inicio se controlan mediante métodos farmacopéicos y se liberan si los
resultados de las pruebas cumplen las especificaciones mencionadas en la monografia.

Tabla 4: Listado de materiales de inicio de origen bioldgico y referencias a la farmacopea

. . Referencia a la .
Nombre del material de inicio farmacopea Etapa del proceso de elaboracion
Huevos fertilizados de criaderos de gallinas sin Ph. Eur,, 5.2.2, edicidn iy
patégenos especificos (SPF) actual Preparacién de MSL, ISL y WSL.

4.1.2  Materias primas y materiales de inicio no descritos en una farmacopea

La Gnica materia prima que no se describe en la Farmacopea Europea o en la farmacopea de
alguno de los Estados miembro es el octoxinol 9, utilizado para el fraccionamiento viral, Este
agente de fraccionamiento se analiza y se libera seglin una especificacion interna.

Las materias primas que no se describen en la Farmacopea Europea se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Lista de las materias primas de origen sintético no descritas en una farmacopea

Nombre d? la materia Referencia Use Etapa del proceso de elaboracidn
prima
Solucidn de octoxinol 9 Especificacion interna | Solucion de octoxinel 9 Fraccionamietito (stapa 16)

Encontrard las especificaciones detalladas de los materiales de grado no farmacopeico en la
seccion 3.2.8.2.3 Lista y controles de las materias primas,

-

Los materiales de inicio de origen bioldgico que no se describen en ninguna farmacopea se
enumeran et la Tabla 6, con referencias cruzadas a las secciones que analizan las pruebas
necesarias y los limites asociados para controlar la“calidad de estos materiales.

Tabla 6: Lista de materiales de inicio de origen biologico y referencias a las especificaciones

Material de inicio Etapa de elaboracion Especificaciones
Cepays del virus de la gripe Prepatacion del MSL - | Cepas de referencia suministradas por un Centro
Colaborador de ta Organizacion Mundial de la
Salud (OMS)

ved la seccidn 3.2.5.2.3 Fuente, historia ¥
generacion de la cepa viral vacunal

Huevos embrionados de Produccion del DS; incculacion (etapa 4} | Vea la seccidn 3.2.5.2.3 Control de los materiales
eriaderos sanos de gallinas fuente y de inicio de origea biolégico
RA_0928140 Informacion confidencial/propietaria
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4.2  Control de los materiales fuente y de inicio de origen bioldgico

Sanofi Pasteur aplica requisitos estrictos de rastreabilidad para los materiales de origen biolégico,
de acuerdo con la reglamentacion vigente.

Una descripeion de los materiales fuente y de inicio y de las materias primas de origen biologico
que se utilizan para elaborar el DS activo se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7: Materiales de inicio de origen bioldgico

Material Origen Ftapa del proceso de Funcién
elaboracién
Huevos SPF fertilizados Gallinas SPF Preparacion de MSL, ISL y Sustrato para la
WSL multiplicacién del
virus
Huevos embrionados Gallinas de criaderos sanos - Produccién del DS: inoculacion | Sustrato para la
(etapa 4) multiplicacién del
virus
Cepas del virus de [a gripe Vea la seccion 3.2.8.2.3 Fuente, Preparacidn del MSL Virus
historia y generacion de ias cepas
virales vacunales

4.3  Sistema de lotes de siembra viral

4.3.1  Fuente, historia y generacion de la cepa vacunal viral

Para la preparacion de la vacuna antigripal tetravalente (QIV) se utilizan cuatro cepas del virus de
la gripe:

Género: Orthomyxoviridae

Especie: Influenzae

Nombre de la cepa:

cepa A/HIN1

cepa A/H3N2

Cepa del tipo B/linaje Victoria;

Cepa del tipo B/linaje Yamagata;

Las glucoproteinas de superficie de los antigenos HA y neuraminidasa (NA) de los virus gripales
cambian frecuentemente como resultado de la mutacidn genética. Por esta razon, la OMS coordina
un sistema internacional de vigilancia para monitorear la epidemiologia de los virus de la gripe. El
sistema internacional de vigilancia de la OMS identifica nuevas cepas del virus de la gripe que

RA_0928140 Informacion confidencial/propietaria
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necesitan ser incluidas en las vacunas antigripales. Las cepas virales que circulan en el h&\ 6
norte se revisan en febrero a fin de determinar qué variantes podrfan causar la enfermedad NOF SISy
seres humanos el invierno siguiente. De manera similar, los virus que circulan en el hemisferio
se revisan anualmente en septiembre. Con base en estas revisiones, los expertos de la OMS
deciden qué variantes se deben incluir en la vacuna antigripal de la préxima temporada,
anticipando una compatibilidad cruzada precisa entre la composicion de la vacuna y las cepas
circulantes.

Se puede encontrar una descripcién detallada de la histotia de las cepas virales en la
seccion 3.2.8.2.3 Fuente, historia y generacion de la cepa viral vacunal,

4,3.2 Sistema de lotes de siembra viral

El sistema de lotes de siembra viral consta de la.amplificacién viral de la cepa de referencia
mediante pasajes adicionales en huevos embrionados sin patgenos especificos (SPF). El nimero
de pasaje aumenta de uno en uno por cada nueva etapa de elaboracion (es decit, la cepa viral de
referencia, el MSL, el ISL y el WSL). A fin de aumentar la amplificacion viral, se pueden
preparar ISL entre la elaboracién de los MSL y WSL.

En la Figura 3, se presenta un panorama de la elaboracion del sistema de lotes de siembra,
utilizado para las cuatro cepas gripales.
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Figuré 3: Diagrama de flujo de la preparacion de los lotes de siembra maestro, in

de trabajo

LT
_________
Y

RA_0928140

Informacion confidencial/propietaria

Pagina 21 de 44

RV idNers






Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivado)
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4,3.2,1  Preparacién del MSL (etapas 1 a 10)

Inoculacion
Etapa 1: Cuando se reciben, los huevos SPF fertilizados se revisan visualmente y se desinfectan,

Etapa 2: Los huevos se incuban en condiciones ¢ptimas de incubacién para la embriogénesis
(incluyendo temperatura y duracion de la incubacion) adaptadas a la multiplicacion del virus de la

gripe.
Etapa 3: Los huevos embrionados se observan al trasluz.

Etapa 4: Una vez descongelada, se preparan diluciones 1/10 de la cepa viral en solucién tampdn
del indculo y se homogeneizan las suspensiones.

Etapa 5: Se desinfecta la parte superior de cada huevo. Se inocula un volumen fijo de cada
dilucién del indculo viral en la cavidad alantoidea de los huevos SPF embrionados. Se inocula un
maximo de 45 huevos por cada dilucion,

Multiplicacion viral

Etapa 6: Los huevos inoculados se incuban en condiciones dptimas de incubacién (incluyendo
tempetatura y duracidn de la incubacion) para garantizar un rendimiento viral méximo en la etapa
de elaboracién del DS,

Etapa 7: Los huevos se observan al trasluz y los anormales se rechazan. Luego se colocan los
huevos en una cdmara frigorifica para evitar la diseminacién de células sanguineas durante la
cosecha.

Cosecha

Etapa 8: Se abre la parte superior de cada huevo tras su desinfeccion y se desechan los huevos
anormales. Se cosecha el liquido alantoideo y se agrupa para cada dilucién viral. Se evalta el
titulo de antigeno HA de cada dilucién. La dilucién que presente el titulo dptimo de antigeno HA
para garantizar un rendimiento maximo en la etapa de elaboracidon del DS se selecciona como
MSL.

Lienado y almacenamiento

Etapa 9: El MSL se envasa en criotubos. Se toman muestras para las pruebas de control de calidad
(CC).

Etapa 10: El MSL se almacena a <60 °C,
4.3.2.2  Preparacion del lote de siembra intermedio (etapas 1 a 10)

Los lotes de siembra intermedios se slaboran segin el procedimiento descrito para la preparacion
del MSL, con la excepeidn de la preparacion del indeulo (etapa 4), que en este caso es una
dilucién 1:10 del MSL, de un ISL anteriot o de un WSL anterior (considerado en este caso como
un ISL).

El ISL se envasa en criotubos y se almacena a <60 °C.
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4.3.2.3 Prepéracién del lote de siembra de trabajo (etapas 1 a 12)

Las etapas de elaboracidn 1 a 8 de la preparacion del WSL son idénticas a las descritas para la
preparacion del MSL (vea la Figura 3), con la excepcion de la preparacion del indculo (en este
caso, un vial del MSL o del ISL diluido en solucidn tampdn con indculo).

Concentracion

Etapa 9: Se concentra el liquido alantoideo mediante ultracentrifugacion en un gradiente de
sacarosa continuo. Solo se recolectan y agrupan las fracciones que contienen el virus.

Filtracion

Etapa 10: La suspension viral concentrada se diluye con solucion para diluir los lotes de siembra
viral antes de las filtraciones a través de un prefiltro de 1,2 um y a través de un filtro con una
porosidad doble de 0,45 um y 0,22 wm, respectivamente, Se prueba la integridad de la membrana
de filtracion.

Llenado y almacenamiento
Etapa 11: El WSL se envasa en criotubos. Se toman muestras para las pruebas de CC.
Etapa 12: El WSL se almacena a =-60 °C (alrededor de 200 a 1800 tubos).

Se prepararan y se analizaran nuevos lotes WSL como se describe anteriormente. De conformidad
con "Vacuna antigripal de virus fraccionados, inactivada”, Ph. Eur. n.° 0158, edicidn actual, el
numero total de pasajes desde la vacuna antiviral candidata recibida por el fabricante hasta el
WSL no superara los 15.

La composicién de los reactivos preparados para la elaboracion de los lotes de siembra se detalla
en la seccidn 3.2.8.2.3 Sistema de lotes de siembra viral, Caracterizacion y pruebas.

4,3.3  Caracterizacion y pruebas de las siembras virales

43.3.1 Especificaciones

Las especificaciones para el MSL y para el WSL utilizados para elaborar la vacuna se presentan
en la Tabla 8 y en la Tabla 9. :

Tabla 8; Especificaciones para el lote de siembra maestro

Prueba Método Referencia regulatoria Criterio de aceptacién
- Inhibicion de la Ph. Fur 0138, N
Identificacion del antigeno HA hernaglutinacion (IF1A) edicién actual Positivo
RA_0928140 ~ Informacién confidencial/propietaria .
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Tabla 9: Especificaciones para el lote de siembra de trabajo

Prueba Método Referencia regulatoria Criterio de aceptacion
ldentificacion del antigeno HA 1HA Ph. Eur, 0158, edicién Positivo
actual
Identificacidn del antigeno Transcripcion invetsa y Método interno basado en Positivo
neuraminidasa {NA) reaccion en cadena de la el método n.? 2,6.21 de la
polimerasa (RT-PCR) Ph. Bur.,, edicién actual
Titulo infeccioso EIDs* en huevos Método interno 26 logpE1Ds/mL

Esterilidad bacteriana y fiingica

Filtracion por membrana .

Ph. Eur,, 2.6.1,
edicign actual

Sin multiplicacién
microbiana.

Prueba de micoplasmas por
cultivo microbiologico

Inoculacidn en medios de
cultivo adecuados

Ph. Eur., 2.6.7,
edicidn actual

Negativa para la presencia
de micoplasmas cuando se
cultiva en agar y caldo

Prueba de micoplasmas por
epiffuorescencia en cultivo
celular

[noculacion a células
indicadoras y tincidén
especifica

Ph. Bur,, 2.6.7,
edicidn actual

Negativa para la presencia
de micoplasmas cuando se
cultiva en células y se trata
con una tintura fluorescente.
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* EID™ para: dosis infecciosa del 50 % en huevos

Los procedimientos utilizados para controlar el MSL y el WSL, asi como su validacién se
presentan en la seccion 3.2.5.2.3 Sistema de lotes de siembra viral, Caracterizacion y pruebas.

Todos los resultados de los totes de MSI. y WSL satisfacen las especificaciones.
4.3.3.2  Estrategia de pruebas (justificacion/fundamento)

Las pruebas realizadas en los lotes de siembra cumplen con la monografia n.° 0158 “Vacuna
antigripal (virién fraccionado, inactivado)” de la Ph. Eur., edicidn actual, salvo para la
determinacién del titulo infeccioso, que es una prueba adicional. También se cubren los requisitos
aplicables de la monografia n.° 0153 “Vacunas para uso humano™ de ia Ph. Eur., edicidn actual.

Las pruebas se realizan a fin de demostrar la 1clent1dad de la cepa, la pureza bioldgica y la potencia
de los lotes de siembra:

¢ Los antigenos HA de cada lote de siembra deben identificarse como el virus gripal de la cepa
adecuada mediante un método apropiado (monografia n.° 0158 “Vacuna antigripal [virién
fraccionado, inactivado] de la Ph. Eur., edicidn actual). La identificacién del antigeno HA en
el MSL y en el WSL se realiza mediante el método de inhibicion de la hemaglutinaeién
(IHA). Los ant{genos HA tienen una actividad biolégica medible’, que puede inhibirse con un
antisuero dirigido contra el antigeno. Por consiguiente, se utilizé un método de inhibicién
inmunoldgica bien conocido, comparando la inhibicién de la actividad biolégica de 1a muestra
analizada inducida por el antisuero con antigenos de referericia. También se realiza una prueba
de caracterizacion mediante secuenciacion genética de la HA para respaldar la identificacion
de la HA. Esta prueba permite evaluar que la cepa del virus de la gripe corresponde al lote
previo al maestro recibido, y que es diferente de la cepa {mismo tipo/subtipo) de la variacion
antigénica anterior;

s Se identifica la secuencia de codificacion del antigeno NA por RT-PCR (este método cumple
con el método n.° 2.6.21 “Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos”, Ph. Eur., edicion
actual) para cada WSL.

o Laprueba de esterilidad bacteriana y filngica se debe llevar a cabo con cada lote de WSL para
cumplir con la monografia n.” 0158 “Vacuna antigripal (virion fraccionado, inactivado)”, Ph.
Eur., edicidn actual,

o Los analisis de micoplasmas, realizados en cumplimiento del método n.° 2.6.7 “Micoplasmas”
de la Ph. Eur., edicién actual, se llevan a cabo para verificar la ausenma de micoplasmas
cultivables y no cultivables en el WSL.

e La determinacion del titulo infeccioso es una prueba adicional realizada para dar seguimiento
al proceso. El titulo infeccioso del WSL se controla a fin de asegurar la actividad viral minima
necesaria para inocular una cantidad suficiente de huevos para preparar el DS.

El método detallado en este capitulo podria adaptarse segiin las caracteristicas de la cepa relevante en ese
momernto.
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4.3.3.3 Caracterizacion

Identidad del antigeno HA .

La identificacion del antigeno HA en el MSL y en el WSL se realiza mediante el método de
inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) para confirmar la identidad de la cepa del virus de la gripe
que se multiplics. También se realiza una prueba de caracterizacién mediante secuenciacién
genética de la HA para respaldar la identificacién de la HA. Esta prueba permite determinar que la
cepa del virus de la gripe corresponde al lote previo al maestro recibido, y que es diferente de la
cepa (igual tipo/subtipo o linaje) de la variacion antigénica anterior; A continuacidn se presenta
una descripcion del método. ~

Pureza, caracteristicas especiales y estabilidad genética

La informacién sobre la fuente, la dérivacion y las caracteristicas de las cepas virales vacunales se
presenta en la seccion 3.2.8.2.3 Fuente, historia y generacion de la cepa viral vacunal.

Conforme a lo establecido en la Guideline on Influenza Vaccines - Quality module ([gufa sobre
vacunas antigripales: modulo de calidad] EMA/CHMP/BWP/310834/2012), la estabilidad
genetica de cada nueva cepa de virus se evaluard mediante secuenciacion de los genes
codificadores de HA y NA de cada lote nuevo de siembra (MSL y/o WSL) con el pre-MSL del
que se obtuvieron. La secuenciacion se realiza por el método de Sanger.
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5 Control de los pasos criticos e intermedios

5.1 Pasos criticos

Los tres pasos siguientes de la elaboracion se consideran criticos para la calidad del DS y se
comentan a continuacion:

¢ Purificacion: Este paso es critico para la pureza del DS. El objetivo de este paso es separar las
particulas virales de las moléculas de menot peso molecular, tales como las proteinas del
huevo.

¢ Fraccionamiento: Este paso, junto con el paso de inactivacidn, garantiza una infectividad que
cumple con la prueba de virus infeccioso residual descrita en la monografia n.® 0158 “Vacuna
antigripal (vitidn fraccionado, inactivado)”, de la Ph, Eur., edicidn actual. El objetivo de este
paso es alterar la integridad de las particulas virales sin disminuir las propiedades antigénicas
de los antigenos HA y NA. '

¢ Inactivacién: Este paso, junto con el paso de fraccionamiento, garantiza la inactivacion del
vitus para satisfacer la prueba de virus infecciosos residuales descrita en la monografia n.°
0158 “Vacuna antigripal (virion fraccionado, inactivado)” de la Ph, Eut., edicion actual, El
objetivo de este paso eés modificar quimicamente el virus fraccionado para asf reducir su
infectividad sin disminuir las propiedades antigénicas.

Estos pasos ctiticos se rigen por pardmetros de produccién, pruebas IPC y pruebas de liberacién
de CC (la informacién detallada se presenta en las secciones 3.2.8.2.2 Multiplicacion y cosecha
viral y 3.2.5.2.2 Elaboracion del principio activo).

En la Tabla 10, se presenta un resumen de los controles establecidos para revisar los pasos
criticos.
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Tabla 10: IPC realizados durante el fraccionamiento e inactivacion e IPC realizados en e

DS
Etapa del proceso de Prueba Referencia del método Criterios de aceptagion
elaboracion
Fraccionamiento
Etapa 15 Contenido de nitrogenc Método interno {método de <600 pg/mL
total Kjeldahl) basado en
Ph. Eur,, 2.5.9, edicién actual;
Ph, Eur, 2.5,33 (método 7,
procedimiento A), edicién
actuai
Inactivacion
Etapa 18 Contenide de nitrdégeno Método interno (método de =200 pg/mL
total Kjeldahl) basado en
Ph. Eur,, 2.5.9, edicidn actual;
Ph. Eur. 2.5.33 (método 7,
procedimiento A), edicion
actual
pH Ph. Eue., 2.2.3, edicidn actual 72-7,5
Principio activo
Etapa 20 (antes de una Carga biolégica antes de la | Ph, Eur. 2.6.12, edicién actual <100 UFC/100 mL
filtracion esterilizante de filiracidn
0,22 pm)
Etapa 21 Contenido de formaldehido | Método interno (métode <85 ug/mL
residuat colorimétrico de Nash)
Etapa 21 Aspecto Ph. Eur., 2.9.20, edicién actual Liguido ligeramente blancuzco
y opalescente
Etapa 21 pH Ph. Eur,, 2.2.3, edicidon actual 6,8-7,6.
Etapa 21 Contenido de endotoxinas Ph. Eut. 2.6.14, edicion actual <100 Ul/niL
5.2  Productos intermedios

No existe ninglin producto intermedio en ¢l proceso de elaboracion del DS,
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6 Validacién y evaluacién del proceso

Se presentan los datos de validacion correspondientes a los pasos de purificacién, fraccionamiento
¢ inactivacion, que se consideran criticos para la calidad de la vacuna antigripal.

Las validaciones presentadas se realizaron en el DS elaborado, con un factor de dilucién de 1,7 en
la etapa 20 del proceso de elaboracion, en el contexto de la vacuna antigripal trivalente estacional
de Sanofi Pasteur, Francia, para uso intramuscular (TIV). Estas validaciones son aplicables al DS
de la QIV, elaborado con un factor de dilucién de 1,2 en la etapa 20, ya que la introduccién del
cambio del factor de dilucién tiene lugar después de la purificacién (etapas 10, 11, 12, 13, 14), el
fraccionamiento (etapas 15, 16, 17) y la inactivacién (etapas 18, 19).

En la seccion 3.2.5.2.5 Validacion y/o evaluacidn del proceso encontrard datos de validacion
detallados.

6.1 Estudios de validacion del proceso de purificacién

La cosecha monovalente concentrada se purifica mediante u[tracentr:fugamén isopfcnica en
gradientes de sacarosa. Esta téchica permite separar [as particulas virales de las moléculas de
menor peso molecular (tales como la ovoalbimina). La omalbumma ¢ la principal impureza
derivada de los huevos.

Las validaciones de eliminacidon de ovoalbimina, neomicina ¢ hidrocortisona se demuestran una
vez en un minimo de 3 lotes consecutivos de una cepa y después no se llevan a cabo denuevo
para cada cepa. Esta aproximacion se basa en lo siguiente:

» Los parametros de produccidn de las etapas de purificacién son los mismos
independientemente de la cepa;

¢ Laeficiencia del proceso de purificacién se basa en un fendmeno fisico que es la migracion de
particulas a través de un gradiente de sacarosa en funcién de su densidad. Ni el gradiente ni la
densidad de las particulas se ven afectados por el tipo de cepas que se purifican.

* La composicion del tampdn del indeulo que contiene neomicina e hidrocortisona (si se afiade)
sigue siendo la misma, independientemente de las cepas. La capacidad del proceso para
eliminar estas impurezas es la misma independientemente de la cepa.

6.1.1  Eliminacion de la ovoalbimina

La evaluacidn de la purificacion de la vacuna antigripal se llevé a cabo con tres lotes de
produccion de la cepa B/Malaysia/2506/2004 producida en marzo de 2006.

Con el fin de validar la eficiencia de la purificacion, la ovoalbimina (proteina def huevo) y la
hemaglutinina (proteina viral) se cuantificaron en diferentes etapas (antes de la purificacién,
durante la purificacion y después de la purificacién) en lotes del principio activo de escala
industrial, es decir, en las etapas 8, 10, 12, 13 y 15 segln se describe en la Figura 1 yen la
Figura 2.
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La validacién se consideraba exitosa si:

¢ El contenido de ovoalbirmina en la etapa 15 era inferior a 1000 ng/mL. Este criterio se definié
teniendo en cuenta un limite de alerta de 100 ng/mL méximo en la etapa 21 para la
ovoalbimina y para las diferentes diluciones que se producen entre las etapas 15 y 21 del
proceso de elaboracion (dilucién de aproximadamente 1/10).

* El contenido de ovoalbimina no es superior a 12,5 ng/15 pg de antigeno HA medido por
inmunodifusién radial simple (SRID). Este criterio se definié teniendo en cuenta el criterio de
aceptacion de ovoalbiimina en el producto final a granel (PFAG), que es de 100 ng/mL, es
decir, 50 ng/dosis de vacuna QIV con un contenido de 15 pg de antigeno HA para cada una de
las cuatro cepas. :

Los resuitados muestran:

¢ Una eliminacién eficiente de ovoalbiimina durante la purificacién: se demuestra una
eliminacién de 100 - 0,0002 = 99,9998 % del contenido inicial de ovoalbimina.

¢ La conservacién del antigeno en los pasos sucesivos de purificacién: el contenido de antigeno
HA en la suspension en la etapa 15 representa el 67,8 % del contenido de HA en la etapa 8.

* Elcontenido de ovoalblimina de cada lote en la etapa 15 cumple con el criterio de aceptacion
fijado para este estudio de validacion, es decir, un contenido de ovoalbimina <1000 ng/mL
en la etapa 15 del proceso de elaboracion.

¢ El contenido de ovoalblmina por cada 15 ug de antigeno HA en la QIV para cada lote
cumple con el criterio de aceptacidn fijado para este estudio de validacién, es decir, un
contenido de ovoalbumina <12,5 ng/15 ug de antigeno HA en la QIV Quedé demostrada la
reproducibilidad de la depuracién de ovoalbimina,

En conclusién, el estudio de validacién muestra que la ovoalblimina se elimina de manera
eficiente durante las etapas de purificacién (el contenido de ovoalbiimina por lote se reduce ¢n
un 99,9998 %).

Los resultados de este estudio de validacion se aplican a todas las cepas gripales.
6.1.2  Depuracion de la neomicina

La validacion de la depuracion de la neomicina se llevé a cabo con 4 lotes consecutivos de DS de
la cepa A/New Caledonia/20/99 producidos en enero de 2006.

Durante el proceso de elaboracion de la cosecha monovalente concentrada, el sulfato de neomicina
(un antibidtico aminoglucdsido) estd presenite en la solucion tampdn del indeulo utilizada para
diluir el WSL (vea la Figura 1).

El objetivo de este estudio era determinar la depuracién del sulfato de neomicina durante el
proceso de elaboracion, mediante la cuantificacion de la neomicina en varias etapas de
produccion: etapa 3, etapa 6, etapa 8, etapa 10, etapa 12, etapa 15, etapa [8, etapa 21, segin se
describe en la Figura 1 y en la Figura 2.

Ademds, se realizé un experimento de agregado en pequefias cantidades a fin de estimar la
eliminacion de neomicina de la etapa 10 en adelante.
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El estudio se consideraba exitoso si el contenido de neomicina en los lotes de DS era infetior
limite de deteccion del método de titulacidn, es decir, <2 Ul/mL.

Teniendo en cuenta una carga de antibidtico méxima de 600 pg de sulfato de neomicina por huevo
y un volumen de cosecha méximo de 10 mL de liquido alantoideo, la concentracion de sulfato de
neomicina podria alcanzar teéricamente los 60 ug/mL de liquido alantoideo en el momento de la
cosecha.

El factor de eliminacién de la neomicina para cada una de las etapas de elaboracion evaluadas se
caleuld como la proporcion:

Cantidad total del antibiético que ingresa en la etapa de elaboracidn

Cantidad total del antibidtico al final de la etapa de elaboracion
La cantidad de neomicina se redujo durante las etapas de elaboracion evaluadas:
¢ por un factor de eliminacion del 50--70 % enire la etapa 3 v la etapa 5 v;
* por un factor de eliminacién del 96 % entre las etapas 6 y 8;
¢ por un factor de eliminacion de 5,9 logigentre las etapas 10 y 12,

Ademds, sobre la base de la cantidad de neomicina en la etapa 8 y del factor de depuracion entre
las etapas 10 y 12, se determind un contenido medio de antibidtico tesidual de 2,1 pg/dosis de
DS de 15 pg de antigeno HA en la etapa 15 del proceso. Por lo tanto, una dosis de QIV contiene
un méximo de 10,1 pg de antibiético residual pot dosis de 0,5 mL.

En conclusidn, se demostrd la capacidad del proceso de purificacion para eliminar el sulfato de
neomicina. El contenido de neomicina por lote se reduce en mas del 99,9998 %.

Los resultados de este estudio se aplican a las cuatro cepas gripales.

6.1.3  Depuracion de la hidrocortisona

6.1.3.1  Validacion de la depuracion de la hidrocortisona

La validacion de la depuracidn de la hidrocortisona se lievd a cabo con 4 lotes consecutivos de DS
de la cepa B/Brisbane/60/2008 producidos en agosto de 2009.

Dutante el proceso de elaboracidn de la cosecha monovalente concentrada, la hidrocortisona estd
presente en la solucién tampédn del indculo utilizada para diluir el WSL.

El objetivo de este estudio era determinar la depuracion de la hidrocortisona durante el proceso de
elaboracién, mediante la cuantificacion de la hidrocortisona en varias etapas de produccién:
ctapa 3, etapa 7, etapa 8, etapas 10-13, etapas 15 y 18, etapa 21.

El estudio se consideraba exitoso si el contenido de hidrocortisona que podria estar presente en
una dosis de vacuna se reducia hasta cantidades vestigiales.

La eliminacién de la hidrocortisona durante la incubacién de los huevos {etapa 3) se evalud
calculando la disminucién de la concentracion de hidrocortisona entre la etapa 3 y la etapa 7.

Los resultados muestran que durante el perfodo que abarca la incubacion de los huevos y su
almacenamiento en una camara fria, se elimina la hidrocortisona (es decir, el contenido era
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inferior al lfmite de deteccion validado de 15 ppb, es decir, 15 ug/L). Esto estd ligado a la di
y absorcion de la hidrocortisona en los huevos durante la incubacidn.

Teniendo en cuenta una carga maxima de corticoide de 5 a 6 pg de hidrocortisona por huevo y un
volumen méaximo de cosecha de 10 mL de liquido alantoideo, la concentracion de hidrocortisona

podria, en teorfa, llegar a ser de hasta 600 ng/mL de liquide alantoideo al momento de Ia cosecha.
Por lo tanto, en [a hipdtesis mas desfavorable segin la cual la concentracidn de hidrocortisona en

la etapa 7 es de 15 ppb (igual al limite de deteccion del método), el factor de reduccidn in ove de

la concentracién de hidrocortisona (es decir, durante ¢l cultivo viral, etapa 5) seria

600/15 = 40 veces.

En conclusidn, los resultados establecen que a partir de la etapa 7 del proceso de elaboracidon del
antigeno gripal, la concentracién de hidrocortisona es menor que el limite validado de deteccion
para este estudio, es decir, <15 ppb (15 ng/mL). '

Ademas de este estudio, como la concentracion de hidrocortisona se volvié incuantificable, se
realizo un experimento de agregado en pequefias cantidades con el fin de estimar [a eliminacion
de la hidrocortisona de la etapa 10 en adelante.

Para representar las condiciones mas desfavorables, el factor de reduccion se determiné
considerando unicamente la fraccion cosechada que no se somete a una nueva purificacién, La
eliminacién de la hidrocortisona mediante ultracentrifugacion isopicnica permite una reduccion de
7,6 logo (es decir, 39,8 x 10 veces) la carga inicial de hidrocortisona.

Ademas, se pueden utilizar los datos objetivos combinados obtenidos para calcular la cantidad
maxima teodrica de hidrocortisona en la dosis de la vacuna QIV. Resulto ser de aproximadamente
7 x 107 g de hidrocortisona/pg de antigeno HA, lo que corresponde a una cantidad de
hidrocortisona que no es superior a 51 ag por dosis de QIV.

En conclusidn, se validé la depuracién de la hidrocortisona durante el proceso de elaboracion, y se
demostrd que las cantidades de hidrocortisona que podrian estar presentes en una dosis de QIV se
reducen hasta cantidades vestigiales.

6.1.3.2 Validaéién de la ausencia de efecto de la hidrocortisona sobre los atributos eriticos
de calidad '

A fin de demostrar que la adicién de hidrocortisona al proceso de elaboracién no tiene efectos
sobre los atributos criticos de calidad del DS (eficacia, calidad y seguridad), se llevé a cabo una
evaluacién adicional para mostrar que la adicién de hidrocortisona no afecta al proceso vy, en
particular, a las etapas de purificacion. Se analizo el contenido de los siguientes elementos:

¢ contenido de ovoalbumina (impureza relacionada con el producto);

contenido de octoxinol 9 (impureza relacionada con el proceso);

¢ contenido de formaldehido (impureza relacionada con el proceso);
e contenido proteico total;

¢ Contenido de carga microbiana;

¢ contenido de endotoxinas,
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Con este fin, se elaboraron 4 lotes de DS de B/Brisbane/60/2008 con hidrocortisona afiadi
tampdn del indculo (concentracion objetivo de 40 Dg/mL). El contenido de ovoalbimina,
octoxinol, formaldehido, proteinas totales, endotoxinas y la carga microbiana se compararon con
¢l contenido de impurezas de 4 DS elaborados con un proceso de elaboracion sin hidrocortisona.

El estudio se consideraba exitoso si la presencia de hidrocortisona no provocaba un cambio en el
perfil de impurezas responsable de incrementar el nivel de riesgo de incumplimiento de la vacuna,
con respecto a la monografia 0158 de la Ph. Eur., edicidn actual.

La validacidn demostrd la ausencia de efecto de la hidrocortisona sobre:

e [a eliminacién de ovoalblimina y nitrégeno proteico durante el proceso de purificacion;

la eliminacidén de octoxinol 9;

la media del contenido de formaldehido presente en el DS;

¢ la carga microbiana y el contenido de endotoxinas.

6.1.3.3 Conclusién

Los resultados obtenidos demuestran que el uso de hidrocortisona en el indculo viral, a2 una

concentracion de 40 pg/mL, no tiene efecto sobre los atributos de calidad del DS.

Se validd la depuracion de la hidrocortisona durante el proceso de elaboracion del antigeno gripal,
y se demostrd que las cantidades de hidrocottisona que podrian presentes en una dosis de QIV se
reducen hasta cantidades vestigiales.

Los resultados de estos estudios se aplican a las cuatro cepas gripales.
6.1.4  Conclusidn general sobre el proceso de purificacion

Quedd demostrada la capacidad del proceso de purificacién para eliminar la neomicina, la
ovoalblimina y la hidrocortisona. Se validé el proceso de purificacion,

6.2 Estudios de validacién del proceso de fraccionamiento

Se validd el proceso de fraccionamiento para las cuatro cepas gripales de la QIV con tees lotes
consecutivos de DS, Este proceso se valida para cada cepa gripal con tres lotes consecutivos del
DS para cada WSL nuevo utilizado. '

A fin de validar la eficiencia de la operacién de fraccionamiento, s¢ evalud el tamafio de las
particulas virales gripales antes y después del fraccionamiento con octoxinol 9 mediante
ultracentrifugacion isopicnica de la suspensidn viral en un gradiente de sacarosa. Las particulas
virales migran en el gradiente hasta el lugar en el que la densidad de sacarosa es equivalente a la
suya. La concentracidn de las particulas virales en el gradiente de sacarosa se determind para cada
fraccidn recolectada de sacarosa por los siguientes métodos:

¢  Medicidn de la absorbancia a 280 nm (para estimar el contenido proteico).

¢ Analisis del contenido de antigeno HA mediante SRID.
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[La validacion se consider6 exitosa cuando se observaron valores méaximos de contenido de
antigeno HA vy de contenido proteico:

(L

o
TR

¢ en las fracciones “pesadas” (alta concentracién de sacarosa, es decir, alrededor del 40 % de
sacarosa) para el virus no fraccionado antes del tratamiento con octoxinol 9 (etapa 15).

¢ En las fracciones “livianas” (baja concentracion de sacarosa, es decir, menos de
aproximadamente 30 % de sacarosa) para ef virus fraccionado después del tratamiento con
octoxinol 9 (etapa 21).

Ademds, siempre debe ser posible detectar el antigeno de HA mediante SRID luego del
fraccionamiento, [o cual demuestra que se conserva la antigenicidad de la proteina.

Para la cepa B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria), se utilizé un nuevo WSL FA413887 para
producir el DS utilizado para validar el proceso de elaboracion del DP de [a QIV. Se llevé a cabo
un estudio de biocomparabilidad entre este nuevo WSL y el WSL anterior (lote FA347108) y los
lotes del DS obtenidos de estos WSL, que demostrd que los WSL y los lotes de DS obtenidos con
ambos WSL eran comparables, La validacion del fraccionamiento realizada con DS obtenido del
lote de WSL FA347108 es, por lo tanto, aplicable al DS obtenido del lote de WSL FA413887. Se
ofrece mds informacion en la seccion 3.2.5.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso.

Conclusion

El tratamiento con octoxinol 9 de las cepas A/California/7/2009 (NYMC X-179A) (HIN),
A/Texas/50/2012 (NYMC X-223) (H3N2), B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria) y
B/Massachusetts/2/2012 (B/linaje Yamagata) provoca el fraccionamiento del virus, demostrado
por un desplazamiento del pico del virus entero (muestra tomada antes del procesamiento) hacia
las fracciones de menor densidad del gradiente de sacarosa correspondientes al virus fraccionado
(muestra tomada después del procesamiento).

Ademds, se detect6 el antigeno HA en las fracciones de menor densidad mediante el método de
SRID, lo cual prueba que se conserva su antigenicidad tras el proceso de fraccionamiento,

El estudio de validacion ha demostrado que el tratamiento con octoxinol 9 durante el proceso de
elaboracion del DS provoca el fraccionamiento eficiente de las cuatro cepas gripales.

Se ofrece mds informacion en la seccion 3.2.8.2.5 Validacién y/o evaluacién del proceso.

6.3  Estudios de validacién del proceso de inactivacion

El proceso de inactivacion se valido para las cuatro cepas gripales de la QIV con tres lotes
consecutivos de DS. Este proceso se valida para cada cepa gripal con tres lotes consecutivos del
DS para cada WSL nuevo utilizado. Al igual que para el fraccionamiento, la validacién de la
inactivacion para B/Brisbane/60/2008 (B/linaje Victoria) se llevd a cabo con DS del lote de WSL
FA347108. El proceso de inactivacion se valida para cada cepa gripal con tres lotes consecutivos
del DS para cada WSL nuevo utilizado.

La inactivacidn del virus de la gripe es resultado de los efectos combinados v sucesivos del
fraccionamiento con octoxinol 9 y el tratamiento con formaldehido. El proceso de inactivacidn se
evalud realizando las siguientes mediciones:
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1) Cinética de inactivacion durante el tratamiento con formaldehido [en varios momentos
medici6n, desde antes del tratamiento con octoxinol 9 (fin de la etapa 15) hasta
T 0 +25+24 h (correspondiente a Tzsy seguido por 24 h a +5 °C + 3 °C)] (Tas+2an). Se
evaluo el titulo infeccioso en huevos.

2) Control de la inactivacion (todos los momentos de medicién desde Ty hasta Tassaay inclusive):
esta prueba consistio en dos pasajes adicionales en huevos luego de la prueba de titulo
infeccioso; cada pasaje iba seguido de una prueba de hemaglutinacion.

3) Analisis de formaldehido en T0+a: T25H Y T25+24H.

4) Analisis de proteinas inmediatamente antes de agregar la solucidon de formaldehido
(etapa 18).
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Los criterios de aceptacion del analisis son los siguientes:
¢ Lainactivacion completa debe producirse en la etapa TO + 25 h a mas tardar.

¢ Lacinética se evaluard segln los titulos infecciosos encontrados en distintas etapas:
esperamos una disminucion del titulo infeccioso hallado desde las etapas con ADO de 7.5
hasta TQ +25h+ 24 h.

Conclusion

Durante el proceso de elaboracién del DS de las cepas gripales A/California/7/2009

(NYMC X-179A) (HINI), A/Texas/50/2012 (NYMC X-223A) (H3N2), B/Brisbane/60/2008
(linaje Victoria) y B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata), el virus en suspension se fracciona
primero con octoxinol 9 (etapa 16) y luego se inactiva con formaldehido (etapa 19).

Los resultados obtenidos con todos los lotes de las cuatro cepas gripales mostraron que el virus
siempre estaba completamente inactivado al final del proceso de inactivacion, es decir, en Tasizan.
Por consiguiente, se comprobd que el proceso de fraccionamiento e inactivacion era eficaz para la
inactivacion completa de las cuatro cepas gripales.

Se ofrece mds informacion en la seccion 3.2.8.2.5 Validacion y/o evaluacion del proceso.
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7  Desarrollo del proceso de elaboracion

7.1  Desarrollo del proceso de elaboracion del principio activo

El proceso de elaboracion de la Q1V se desarrolld mediante el proceso de
elaboracién del DS antigripal utilizado para la elaboracién de la TIV. Como la
adicién del DS de una cuarta cepa a la formulacién trivalente aumenta el nivel de
dilucidn de los otros tres DS, existe el riesgo de que una serie de lotes de DS no
sean aptos para la formulacion tetravalente debido a su bajo contenido de

antigeno HA. El estudio de los datos histéricos de produccion desde 2005 hasta
2011 muestra que un 22 % de los lotes de DS de TIV no se pudieron utilizar para [a
formulacién de una vacuna tetravalente.

La parte principal del desarrollo del proceso de elaboracién se enfocd, por lo tanto,
en obtener el contenido deseado de antigeno HA en el DS que permita una
formulacidn tetravalente.

Con ese proposito, la etapa final (etapa 20) del proceso de elaboracion del DS —
que consiste en la dilucién de la suspension viral fraccionada e inactivada con
solucién PBS y posterior filtracion estéril a través de una membrana filtrante de
0,22 pm— se adaptd en comparacion con el proceso de elaboracion del DS de ta
- TIV. Para la TIV, el factor de dilucidn se establecid en 1,7 (denominado proceso
inicial). El factor de dilucidn se disminuyd para obtener el 100 % de los lotes de

DS aptos para la produccién de QIV y se estableci6 en 1,2 (denominado proceso
final).

Inicialmente, los lotes de QIV se formularon con DS elaborado segin ¢l proceso
inicial. Para obtener el contenido de HA objetivo de 15 pg de cada cepa gripal por
dosis, se seleccionaron los lotes de DS basandose en su alto contenido de antigeno
HA. Los lotes correspondientes de QIV se utilizaron para los estudios de
inmunogenicidad y seguridad en adultos y adultos mayores (GQMOI y GQM04);
estos estudios no se consideran fundamentales para evaluar la inmunogenicidad de
la QIV, aunque se toman en cuenta para la evaluacion de la seguridad de la QIV.

Luego, solo se utilizaron [os lotes de DS elaborados segin del proceso final para
los lotes de QIV que participaron en los estudios de seguridad e inmunogenicidad
en nifios (GQMO02 y GQMU09) y el nuevo estudio de seguridad e inmunogenicidad
en adultos y adultos mayores (GQM11); estos estudios se consideran
fundamentales para evaluar la inmunogenicidad de la QLV en nifios, adultos y
adultos mayores, asi como para la evaluacion de su seguridad. Este proceso final
del DS se utilizard también para la produccion de los futuros lotes comerciales de la
QIV.

La derivacién de los lotes de QIV producidos para los estudios clinicos y no
clinicos se presenta en la Tabla 11,
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