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Tabla 6: Resultados de endotoxinas y carga microbiana en funcién de la duracién del
almacenamiento en la etapa 11 :

Contenide de endotoxinas (etapa 21) Contenido de carga microbiana (etapa 17)
Duracién _del Ntimero de | Nimerode | Nfimerode | Porcentaje | Nimerode { Numerode Niimero de Parcentaje
almacenamiento lotes lotes que lotes que no | de lotes que lotes lotes que lotes que no | de lotes que
pasaton la pasaron la pasaroen la pasaren la pasaron la pasaron la
prueba prueba pruebha prueba prueba prueba
i2h 950 923 27 97,16 859 682 217 75,86
36h 59 57 2 96,61 59 41 18 69,49
60h 78 76 2 97,44 77 58 19 75,32
841 9 g 0 100,00 9 & 3 66,67

Para el contenido de endotoxinas, la frecuencia en cada clase no fue de al menos 5, por lo tanto no
se puede utilizar la prueba de independencia de +2. No obstante, para cada clase, la frecuencia de
cumplimiento de los lotes es de al menos 96 %, por lo tanto, ta duracién del almacenamiento en la
etapa 11 no afecta el contenido de endotoxinas en la etapa 21.

Para el contenido de carga microbiana, se realizd la prueba de +* aungue la frecuencia era menor a
5 para la duracién del almacenamiento de 84 horas. El estudio estadistico demostro que la
duracién del almacenamiento en la etapa 11 no afecta los resultados de carga microbiana en la
etapa 17.

Validacién de la duracidn de retencion en ia etapa 14

Se analizaton los resultados de las pruebas de esterilidad de 1638 lotes almacenados hasta
36 horas despuss de la etapa 14, Todos los lotes cumplieron las especificaciones.

Los resultados del contenido de endotoxinas y carga microbiana en funcion de la duracion del
almacenamiento en la etapa 14 se presentan en la Tabla 7,

Tabla 7: Resultados de contenido de endotoxinas y carga microbiana en funcién de la
duracion del almacenamiento en la etapa 14

Contenido de endotoxinas (etapa 21) Contenido de ¢arga microbiana {etapa 17)
Duraciénde! | Nimerode | Nimerode | Nimerode | Nimerode | Nimerode | Nimerode | Ndmerode | Nimero de
almacenamiento lotes lotes que lotes que nto lotes que lotes lotes que | lotes que no lotes que
pasaron la pasaron la | cumplieron pasaron fa pasaronla | cumplieron
prueba prueba prueba prueha
<24 h 1553 1553 0 100,00 1534 1367 167 89,11
36h 42 42 0 : 100,00 42 38 4 90.46

Para el contenido de endotoxinas, 1a frecuencia en cada clase no fue de al menos 5, por lo tanto no
se puede utilizar la prueba de independencia de x2 No obstante, para las dos duraciones de
almacenamiento, todos los lotes cumplen, por lo tanto, la duracién del almacenamiento en la
etapa 14 no afecta el contenido de endotoxinas en la etapa 21.
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Para el contenido de carga microbiana, se realizo la prueba de * y muestra que la duracién
almacenamiento en la etapa 14 no afecta la carga microbiana en la etapa 17.

Validacion de la duracién de retencion en la etapa 19

Se analizaron los resultados de las pruebas de esterilidad de 1134 lotes almacenados hasta
96 horas después de la etapa 19. Todos los lotes cumplieron las especificaciones.

Los resultados del contenido de endotoxinas y carga microbiana en funcidn de la duracién del
almacenamiento en la etapa 19 se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8: Resultados de contenido de endotoxinas y carga microbiana en funcién de la
duracién del almacenamiento en

la etapa 19
Contenido de endotoxinas {etapa 21) Contenido de carga microbiana (etapa 17)
Duracién 'del Nimero de | Namero de | Nimerode | Porcentaje | Niamerc de | Nimerode | Nimercde | Porcentaje
almacenamiento lotes lotes que lotes que no | de lotes que lotes lotes que lotes que ne | de lotes que
pasaron la pasaron la pasaron la pasaren la pasaron la pasaron Ia
prueha prueba prueba prueba prucha prueba
24t 438 433 5 98,86 434 418 16 96,31
i6h 244 235 9 96,31 247 244 3 98,79
60k 154 154 ] 100,00 155 147 8 94,84
84 h 235 235 ] 100,00 238 235 3 98,74
9%h 17 17 0 100,00 17 17 0 100,00

Para el contenido de endotoxinas, la frectencia en cada clase no fue de al menos 5, por lo tanto no
se puede utilizar la prueba de independencia de 4%, No obstante, para cada clase, la frecuencia de
cumplimiento de los lotes es de al menos 96 % y para la duracién de hasta 60 horas la frecuencia
es del 100 %, por lo tanto, la duraci6n del almacenamiento en la etapa 19 no afecta el contenido
de endotoxinas en la etapa 21.

Para el contenido de carga microbiana, la frecuencia en cada clase no fue de al menos 5, pot lo
tanto no se puede utilizar la prueba de independencia de +2, No obstante, para cada clase, la
frecuencia de cumplimiento de los lotes es de al menos 94 %, por lo tanto, la duracion del
almacenamiento en la etapa 19 no afecta el contenido de carga microbiana ett la etapa 20,

Conclusion

En conclusidn, la duracién del almacenamiento hasta 84 horas en las etapas 9 y 11, hasta 36 horas
en la etapa 14 y hasta 96 horas en la etapa 19 no afecta el parametro bacteriologico del DS.
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Sanofi Pasteur Seccion 3.2.8.0.5
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacion y/o evaluacion del g,g’f’

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

1 Panorama

A continuacidn se presentan los datos de validacion correspondientes a los pasos de purificacion,
fraccionamiento e inactivacion, que se consideran criticos patra la calidad de la vacuna antigtipal
(vea la seccidn 3.2,8.2.4 Controles de los pasos criticos e intermedios).

Las validaciones que se presentan a continuacion se realizaron con ¢l principio activo (DS)
elaborado con un factor de dilucion 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 vacuna antigripal tetravalente
(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 purificacion (etapas 10, 11, 12, 13, 14), el
fraceionamiento (etapas 15, 16, 17) y la inactivacion (etapas 18, 19).

2 Estudios de validacién del proceso de purificacién

La cosecha monovalente concentrada se purifica mediante ultracentrifugacién isopicnica en
gradientes de sacarosa. Esta técnica permite separar las particulas virales de las moléculas de
menor peso molecular (tales como la ovoalbuimina). La ovoalblimina es la principal impureza
derivada de los huevos.

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

¢ Los pardmetros de produccion de las etapas de purificacién son los mismos
independientemente de la cepa;

¢ Laeficiencia del proceso de purificacion 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.

¢ Lacomposicioén del tampdn del indculo que contiene neomicina ¢ 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.

2.1 Eliminacion de la ovoalbimina

2.1.1  Protocolo del estudio

El estudio de validacion de la eliminacion de ovoalbiimina se lleva a cabo con un minimo de
3 lotes consecutivos de una cepa gripal, Como se ha presentado en la introduccion de la
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Sanofi Pasteur ' ' Seccitn 3.2
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validacién del proceso de purificacion, los resultados de este estudio son aplicables a las ¢
cepas gripales presentadas en la QIV.

Con el fin de validar la eficiencia de la purificacién, la ovoalbumina (proteina del huevo) y el
antigeno hemaglutinina (HA) (proteina viral) se cuantifican en diferentes etapas (antes de la
purificacidn, durante la purificacion y después de la purificacién) en lotes del DS de escala
industrial:

+ FEtapa 8: Concentracién de la cosecha monovalente.

. Etapa 10: Recoleccion de las fracciones de interés de la primera ultracentnfugamon
isopicnica (50-28 % de sacarosa).

» Ftapa 12: Recoleccion de las fracciones de interés de la segunda ultracentrifugacion
isopicnica (50-35 % de sacarosa y 35-22 % de sacarosa).

¢ Etapa 13: Recoleccion de las fracciones de interés de la tercera ultracentrifugacioén isopicnica
(50-35 % de sacarosa).

¢ Etapa 15: Cosecha purificada y diluida, estandarizada & un delta (A) de densidad 6ptica (DO)
de la suspension viral = 7,5.

Un panorama de la purificacidn se presenta en la seccion 3.2.8.2.2 Elaboracién del principio
activo.

La validacion se consideraba exitosa si:

s El contenido de ovoalblimina 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 méaximo en la etapa 21 para la
ovoalblimina 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 ovoalblmina no es superior a 12,5 ng/15 ug de antigeno HA medido por
inmunodifusion radial simple (SRID). Este criterio se definié teniendo en cuenta el criterio de
aceptacion de ovoalblmina en el producto final a granel (PFAQG), que ¢s de 100 ng/mL, es
decir, 50 ng/dosis de vacuna QIV con un contenido de 15 ug de antigeno HA para cada una de
las cuatro cepas.

2.1.2 Resultados

La evaluacion de la purificacién de la vacuna antigripal se llevd a cabo con los lotes de
produccion FA237532, FA237534 y FA237535 de la cepa B/Malaysia/2506/2004 producida en
marzo de 2006. Los resultados (vea la Tabla 1) se expresan como masa total (mg) del compuesto
- en la muestra analizada. Cabe destacar que los volimenes tomados pata muestta eran diferentes
para cada fraccion, lo que significa que no se pueden comparar las masas totales entre las
diferentes fracciones. No obstante, cada muestra se emplea para el andlisis de ovoalbiimina y
antfgeno HA; por lo tanto, los resultados se pueden utilizar para comparar las proporciones de
antfgeno HA/ovoalblimina entre las distintas fracciones (vea la Tabla 2 y Ia Figura 2).
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Seccion 3.2.8,
Validacion y/o evaluacién del p

Tabla 1: Resultados del anilisis de antigeno HA y ovoalbimina

FA237532 FA237534 FA237535
Fraceién Pro?eina (mg en el (mgenel {mgenel Media
analizada volumen de volumen de volumen de {mg)
muestra) muestra} muestra)
Concentracion de la cosecha monovalente Antigeno HA | 38 475,0 296257 224896 30 196,77
(etapa 8) Ovoalbimina | 1347480,0 | 1123673,0 | 18325510 | 1434 568,00
Antigeno HA | 3669,1 2974,1 24186 3020,61
50-28 % de sacarosa de fa primera
ultracentrifugacién isopicnica (etapa 10)
Ovoalbimina | 121,0 87,5 200,2 136,21
Antigeno HA | 83729 8414,6 73082 803191
50-35 % de sacarosa de la segunda
ultracentrifugacién isopicnica (etapa 12) ’
Ovoalbiména | 1,0 0.8 52 2,37
Antigeno HA | 559,3 3794 180,0 372,88
35-22 % de sacarosa de la segunda
ultracentrifugacién isopiciica (etapa 12)
Ovoalbimina | 2,1 35 1,1 2,25
Antigeno HA | 412,0 5614 403,6 458,98
50-35 % de sacarosa de la tercera
ultracentrifugacion isopicnica {etapa 13)
Ovoalbimina | 0,2 6.3 0,3 0,29
Antigeno HA | 18 943,3 22 836,1 20744,7 20 841,36
Agrupacion de 50-35 % de sacaresa de la
segunda ultracentrifugacién isopicnica y
50-35 % de sacarosa de la tercera
ultracentrifugncion isopicnica (etapa 14) )
Ovoalbtlimina | 4,0 2,6 34 3,31
Antigeno HA | 24 658,8 194414 17 346,1 20482,08
Dilucién de la cosecha para ADO = 7,5
(etapa 15)
Ovoalblimina | 3,2 2,4 2.8 2,80

Las medias de los resultados del analisis de contenido de antigeno HA y ovoalbimina (vea

la Tabla 1) por fraccidn analizada se ilustran en la Figura 1.
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Figura 1: Histograma de la media de los resultados del analisis de contenido de antig
y ovoalbiimina®

Mass (mag)
40000000,80
B Mean mass HA
{mg}
1690000,00 M Mean mess
avelbumin (mg}
100000,00
10000,00 -
1000,00 -
100,90 1
10,00 1
1,00
0,10 " "
§ 8 g
2 8 a3
Stage d - Slage 10- 22 Stage 12- 22 Slage 13- 23 Stage 14 « Poo| of Stage 15 - Dilutien
Concentrated celtaCD 7,5
aftantoic fluig

Estos resultados muestran lo siguiente:

¢ Una eliminacién eficiente de ovoalbimina durante la purificacidén: el contenido de
ovoalbimina en la suspensién en la etapa 15 representa el 0,0002 %
(=100 x (2,80/1434568,00) del contenido de ovoalblimina en la etapa 8, Esto demuestra una
eliminacion de 100 - 0,0002 = 99,9998 % del contenido inicial de ovoalblimina.

¢ Laconservacion 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 ¢n la etapa 8.

En la Tabla 2 y en la Figura 2 se muestra la proporcwn relativa de antigeno HA respecto de la
ovoalbimina en las fracciones de interés.

®  De las diferentes fracciones cosechadas durante {a purificacidn (etapas 10, 12 y 13), se muestran solamente las

fracciones de interés.
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Vacuna antigripal tetravalente {(virién fraccionado, inactivada)

Tabla 2: Evolucion de las proporciones relativas de antigeno HA y ovoalbiimina dura

purificacion
Media del Media del Proporcidn Proporeion
Etapa contenido de contenido de relativa de relativa de
P antigeno HA (mg) | ovoalbimina (mg) [ antigeno HA (%) | ovosalbiimina (%)
A = A/(A+B) = B/(A+B)
Cosecha concentrada (etapa §) 30 196,77 1434 568,00 2,06 97,64
50-28 % de sacarosa de la primera
ultracentrifugacién isopicnica 3020,61 136,21 95,69 4,31
(etapa 10)
50-35 % de sacarosa de la segunda
ultracentrifugacidn isopicnica &8031,91 2,37 99,97 0,03
{etapa 12)
50-35 % de sacarosa de la tercera
uliracentrifugacion isopicnica 458,98 | 0,29 99,94 0,06
(etapa 13) :
Agrupaclon de 50-35 % de sacarosa
de 1a segunda y tercera
ultracentrifugacién isopicnlea 2084106 331 99,98 0,02
(etapd 14)
ADOQ = 7,8 (etapa 15} 20482,08 2,80 99,99 0,01
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Figura 2: Comparacion de las masas relativas de antigeno HA y ovoalbdimina durante N
purificacion '
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Estos datos muestran lo siguiente:

e Enlaetapa 8, el contenido de antigeno HA representa solo el 2 % del contenido de
antigeno HA + ovoalbimina combinadas (ovoalbimina: 98 %),

o En la fraccidn de interés al final de la etapa 10 (50-28 % de sacarosa), el contenido de
antigeno HA representa aproximadamente el 96 % del contenido de
antigeno HA + ovoalbumina combinadas (ovoalbiimina: 4%).

¢ Desde la fraccion de interés al final de la etapa 12 (50-35 % de sacarosa) en adelante, el
contenido de antigeno HA representa mas del 99,98 % del contenido de HA + ovoalblimina
combinadas (ovoalbumina: menos del 0,02 %).

Estos resultados demuestran la eficiencia del proceso de purificacion para eliminar la
ovoalblimina.

Por (ltimo, se evalud si estos resultados cumplian el criterio de aceptacién.

En la Tabia 3 se muestra el contenido de ovoalbimina de cada lote en la etapa 15 del proceso de
elaboracion. ‘
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Tabla 3: Aceptabilidad de los resultados: contenido de ovoalbiimina en la etapa 13

Contenido de ovoalbtimina (ng/mL)

Criterio de aceptacidn
FA237532 FA237534 FA237535

<1000 ng/mL 140 140 170

Estos resultados cumplen el criterio de aceptacion establecido para este estudio de validacidn, es
decir, un contenido de ovoalblimina <1000 ng/mL en la etapa 15 del proceso de elaboracion.

La Tabla 4 muestra el contenido de ovoalbmina por 15 pug de contenido de antigeno HA en la
vacuna QIV para cada lote.

Tabia 4; Aceptabilidad de los resultados, contenido de ovoalblimina por 15 pg de antigeno
HA

Contenido de ovoalbimina (ng/15 pg de antigeno HA)

Criterio de aceptacion
FA237532 FA237534 FA237535

«12,5 ng/15 pg de antigeno

HA en 1a vacuna QIV 192 1,86 2,45

Estos resultados cumplen el criterio de aceptacion establecido para este estudio de validacion, es
decir, un contenido de ovoalbimina 12,5 ng/15 pg de antigeno HA en la QIV.

Qued6 demostrada la reproducibilidad de la eliminacion de ovoalblimina.
2.1.3  Conclusiones de Ia eliminacién de ia ovoalbiimina

El estudio de validacion muestra que la ovoalbimina se elimina de manera eficiente durante las
etapas de purificacion (el contenido de ovoalblimina por lote se reduce en un 99,5998 %).

2.2 Eliminacién de la neomicina

2.2.1  Protocolo del estudio

El estudio de validacidn de la eliminacién de la neomicina se lleva a cabo con un minimo de

3 lotes consecutivos de una cepa gripal. Como se ha presentado en la introduccion de la
validacion del proceso de purificacion, los resultados de este estudio son aplicables a las cuatro
cepas gripales presentadas en la QIV.

Durante el proceso de elaboracién de la cosecha monovalente concentrada, el sulfato de neomicina
(un antibidtico aminoglucdsido) estd presente en la solucién tampdn del indculo utilizada para
diluir el WSL (vea la seccidn 3.2.8.2.2 Multiplicacion y cosecha viral para obtener més detalles).
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Sanofi Pasteur Seccion 3
Vacuna antigripal tetravalente (virion fraccionado, inactivada) Validacion y/o evaluacion d

El cbjetivo de este estudio era determinar la eliminacién del sulfato de neomicina durante
proceso de elaboracién cuantificando la neomicina en varias etapas de produccion. Se anali
cuatro lotes en las siguientes etapas de produccién:

o Etapa 3: Preparacion del indculo.

* Etapa 6: Liquido alantoideo crudo sin citrato.

» Etapa 8: Concentracion mediante ultrafiltracion.

o FEtapa 10: Fracciones agrupadas después de la primera centrifugacion isopicnica.
e FEtapa 12; Fracciones agrupadas después de la segunda centrifugacion isopicnica.
e Etapa 15; Dilucidn para ADO = 7,5.

o Etapa 18: Dilucién para ADO = 2,5.

o Etapa 21: Etapa de DS.

Ademads, se realizd un experimento de agregado en pequefias cantidades a fin de estimar la
eliminacién de neomicina de la etapa 10 en adelante.

El estudio se consideraba exitoso si el contenido de neomicina en los lotes de DS era inferior al
limite de deteccidn del método de titulacion, es decir, <2 Ul/mL.

2.2.2  Cuantificacién de la neomicina en varias etapas de produccion

La validacién de la eliminacidn de la neomicina se 1levd a cabo con 4 lotes consecutivos de DS de
la cepa A/New Caledonia/20/99 (lotes FA229683, FA229684, FA229685 y FA229686)
producidos en enero de 2006, Los resultados brutos se presentan en la Tabla 5.
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente {virién fraccionado, inactivada)

Tabla 5: Resultados brutos, cantidad de sulfato de neomicina en la muestra (UI/mL)

FA229683 FA229684 FA229685 FA229686
Etapa 3: preparacidn del indculo. 2944 £ 202 31224+ 240 2874 £ 50 2905+ 99
Etapa 6: liquido alantoideo crudo. 174+ 1,8 16,114 144+ 1,0 14,9+ 1,2
Etapa 8: liquido alantoideo 9,37+ 1,32 9,80+0,93 10,8+ 0,3 7,80 0,51 -
coneentrado.
Etapa 10: fracciones agrupadas después | <2,5 <25 <25 <2,5
de la primera centrifugacidn isopicnica. '
Etapa 12: fracciones agrupadas después | <2,5 <2,5 <2,5 <25
de la segunda centrifugacion
isopicnica.
Etapa 15: dilucidn para ADOQ = 7,5, <2,5 <25 <25 <25
Etapa 18: dilucion para ADO = 2,5, <2,5 <25 <25 <25
Etapa21: DS <2,5 <2,5 <25 <25

A fin de determinar la eficacia de la eliminacion del antibidtico durante el proceso del DS, hay
que transformar los resultados expresados en unidades internacionales (UT/tnL) et masa de

antibidtico (en unidades de masa: g, ug) en cada paso.

Se utiliza la siguiente férmula para convertir unidades internacionales en unidades de masa:

w
k
Donde:

M=

¢ M es lamasa expresada en mg de antibictico.

s Ules lacantidad de antibidtico en unidades internacionales.

+ kesel factor de conversion; k > 680 Ul/mg (fuente: Ph, Ph. Eur. 5.0). Por lo tanto, a k se le
asignd el valor minimo de 680 Ul/mg.

2221 KEtapasdab

La eliminacidn del antibiético durante la incubacién de los huevos (etapa 5) se evalud calculando
la disminucién del contenido de neomicina por huevo entre la etapa 4 (inoculacién de 120 plL.

a 150 pL de tampon con indeulo pot huevo, correspondientes a entre 480 pg v 600 pg de
antibidtico) y la etapa 6 (cosecha del liquido alantoideo). La eliminacion de neomicina en los
huevos al comienzo y al final de la incubacidn se presenta en la Tabla 6.

Ja
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Sanofi Pasteur

Vacuna antigripal tetravalente (virién fraccionado, inactivada)

Seccidn 3.
Validacién y/o evaluacion del

Tabla 6: Eliminacion de neomicina ex los huevos al comienzo y al final de la incubacion

FA229683 FA229684 FA229685 FA229686
Namere exacto de huevos inoculados 268 794 262 487 261042 217677
Volumen medio inoculado por huevo (mL) 0,133 0,133 0,133 0,134
Contenido de neomicina en el tampén del indcufo 43294 45912 42265 42721
(ug/mL)
Cantidad mediz de neomicina afiadida a un huevo 577.4 610,4 61,8 574.1
(ug)
Niamero exacto de huevos cosechados 254 358 245 747 240 126 205 581
Cantid_ad total de neomicina en {a cosecha de liquido 65377 941,2 411497059 65 181 176.5 60 169 705,9
alantoideo (pg)
Cantidad media de neomicina residual en un huevo 2570 167,4 2714 202,7
cosechado {pg) ’
Rendintiento de la eliminacidn en el huevo (%) 35,5 72,6 51,7 49,0

Estos resultados ilustrados en la Figura 3 muestran que durante el perfodo comprendido entre la
incubacion de los huevos v su almacenamiento en una cdmara frigorifica se elimina entre el
49,0 % v el 72,6 % de la neomicina. Esto estd ligado a la difusidn y degradacidn de la neomicina

en los huevos durante la incubacion.

Figura 3: Contenido de neomicina en los huevos al comienzo y al final de la incubacion
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