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Lote fase clinica |
Preparacion de las soluciones Men-B Nueva Generacién

Muestras:

l. rMen-B Tetravalente Liquido + ¥ OMV + Al {OH);
tl. rMen-B Trivalente Liquido + Al (OH),

. rMen-B Trivalente Lio + MF59

Iv. rMen-B Trivalente Lio +IC31

V. rMen-B Trivalente Liquido + IC31+ Al {OH);

preparacion de las muestras / Diluciones

Muestra N° 1 (rMen-B:741 + % OMV + AL(OH);)
e Una ampolla jeringa de Tetravalente + OMV + Al (OH); = 0,6 ml en una ampolla de

Trivalente 0,6 ml = 1,2; extraer 0,6 m! y agregar en una ampolla de Trivalente = Tot
1,2 rMen-B % OMV

Muestra N° Il (rMen-B + Al (OH);)
o Ampolla completamente liquida con 0,6 ml de muestra

Muestra N° IIl {rMen-B Lio + MF59)
e Unaampolla de Trivalente Lio + 0,3 ml de Solucidn Fisiolégica + 0,3 ml MF59 = 0,6 ml

Muestra'N® IV {rMen-B Lio+1C31)
e Unaampolla de Trivalente Lio + 0,6 ml| IC31 = 0,6 mi

MueStra"{N‘_’.:_V'(-r::I\_'_/Ie'rj-ﬁB completamente liquida + IC31) con Al (OH}s)
e Una ampolla de Trivalente completamente fiquida + 0,6 m| 1C31 =

-

Noto =2
%r: Lucio Jerone; ‘ Todirector Téenice - M.N. 11521

Hector Técn; Anpeeradn
MN 14840 o







Método Analitico

!\ NOVARTIS

VACCINES AND
DIAGNOSTICS

Confidencial

Novartis

Certificado para la aprobacion de un
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Las personas cuyos datos se detallan a continuacion aprobaron el presente documento
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Atlas EDMS).
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Categoria: Laboratory System & Services Manager
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1. Introduccion y objetivos |

Brindar instrucciones para la ejecucién del control de inmunogenicidad en ratones de ia
vacuna Bexsero {modelo PLAS) contra el Meningococo B Proteinas Recombinantes con
OMV N2

1.1 Ambito operativo
La prueba se realiza en los edificios N° 12A y N° 35 del departamento ARC

1.2 Personal Encargado

El presente procedimiento serd efectuado por el personal de la seccién AE1 (ARC), cada una
de las responsabilidades sera reveladas por las iniciales / firmas colocadas en los
formularios de registro de las pruebas y registros varios. Se debe consultar el archivo
ubicado en el QA.

2. Abreviaturas y definiciones

e ip =intraperitoneal

e ml=mililitro
mel = microlitro
mMCg = microgramo
mg = miligramo
ARC = Centro de Recursos Animales
AE1 = Experimentos Animalesl
QCIM = Laboratorio de calidad y Control Inmunoldgico
N/A = no aplicable
QA = Aseguramiento de la Calidad
PFS = Jeringa pre llenada
rP = protelna recombinante

3. Materiales y instrumentos

3.1 Materias primas y materiales

* Pipetas tipo Gilson {200 mcl, 1 ml ) y los puntales corrggfondientes
e Probetas tipo Eppendorf de 0,5 mly 1,5 mi

s Jeringas descartables estériles de 2,5 mi N
Mo g Argentina g
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Tubos Falcon de 15 y 50 ml {o equivalentes}

Pipetas de 5, 10, 25 ml|

Matraces estériles de 250 ml tipo Corning

Cepas de ratones CD1 hembras de 5-8 semanas de edad en el momento de la
inoculacién, proveniente del criadero Charles River o de otros proveedores
calificados.

3.2 Instrumentos

e Centrifuga tipo “Megafuge” 1.0 Heraeus o equivalente
e Agitador magnético

4, Instrucciones operativas

4,1 Preparacidn de Reactivos y Soluciones

El material es preparado por TD-DP segtin las instrucciones detalladas en la Instruccion de
trabajo N° 300787.

Solucién R1: MenB placebo [AI(OH)3 (3 mg/ ml); NaCl (6,25 mg/ ml )
Sacarosa 2%, Histidina pH 6,5 (10 mM}; Agua cantidad necesaria]
Conservar en el refrigerador a +2/ +8 ° C.

Solucién R2: Solucidn fisioldgica estéril {NaCl 9 mg/ ml)

Solucién R3: MenB placebo diluyente (R1) diluido 1:2,5 en R2 para obtener una
concentracion de AI(OH)3 de 1,2 mg/ mf).

Las dosis de MenB Diluyente {R1) se presentan en botellas de un solo uso y provistas de
iman dentro de la botella. La botella debe ser conservada a una temperatura de 2-8° C
hasta su uso.

Antes de proceder a su uso es necesario homogeneizar la solucién y llevarla a una
temperatura ambiente con el siguiente procedimiento:

- Realizar en el envase una detallada inspeccién con el fin de verificar u integtidad, |a

\
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— Colocar la dosis atn cerrada de MenB Diluyente {(R1) en el agitador magnético y
accionar la agitacion de forma que produzca una turbulencia estable y constante;
mantener en agitacidn la dosis por al menos 15 minutos.

—~ Manteniendo en agitacion abrir el envase y retirar MenB Diluyente {R1): el material
debe ser mantenido en agitacidon constante aun durante las fases de extraccion para
evitar fenémenos de sedimentacion.

— Después de extraer la cantidad necesaria de MenB Diluyente (R1) eliminar toda Ia
dosis {botella y contenido).

La solucién MenB placebo diluyente {R1) se diluye 1:2,5 en R2 (solucion fisioldgica) para
tener una concentracion final de Al(OH); de 1,2 mg/ ml.

Preparar bajo la campana Ia solucién R3 en el momento del uso, mezclando la cantidad
necesaria de MenB placebo diluyente {R1) y la solucién R2 en un envase descartable estéril
en cantidad necesaria para preparar la solucidn R3 en base a la cantidad de muestras que
deben ser probadas, considerando un exceso de volumen de por io menos el 20%. Para
una seccion analitica de tres lotes a testear y el lote de referencia preparar los siguientes
volimenes:

100 ml R1 + 150 ml R2 = 250 mi de R3

Homogeneizar bien antes del uso y antes de cada extraccion, invirtiendo manuaimente el
envase por al menos 4/5 veces y pipetear al menos 4/5 veces dentro de la probeta.

4.2 Preparacion de Estandares (o Referencias)

El estdndar Men B tetravalente lote 112801 llega en forma liquida a la concentracion 100
mcg/ ml de cada una de las proteinas recombinantes y 50 mcg/ ml OMV NZ,

La preparacién ocurre junto con las muestras a testear segun las indicaciones detalladas a
continuacion.

Para cada lote preparar seis tubos de 15 ml numerados de 1 a 6 (correspondientes a seis
disoluciones de vacuna). Distribuir la solucidén R2 en todos los tubos numerados 1y la
solucién R3 en todos los tubos numerados de 2 a 6 segln el esquema que se detalla a
continuacién {como ejemplo de una seccién analitica con 5 lotes de prueba y de referencia)
antes de realizar las disoluciones de las vacunas:

Yartls Argenting S, 4/,
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Disolucién 1 Disolucion 2 Disolucion 3 Disolucion 4 Disolucién 5 Disoiucién 6

Muestra 1 3mivacuna+ | 2midil.1 +6 | 2midil.2 +6 | 2midil.3 +6 | 2midil.4 +6 | 2mldil.5 +6
4,5 ml R2 ml R3 ml R3 ml R3 ml R3 ml R3

Muestra 2 3mivacuna+ | 2midil.l1 +6 | 2midil.2+6 | 2mldil.3 +6 | 2midil.4 +6 | 2mldiL5 +6
4,5 ml R2 ml R3 mi R3 mi R3 mi R3 ml R3

Muestra 3 Imlvacuna+ | 2midil.1 +6 | 2midil.2 +6  2mlidil.3 +6 | 2midil.4 +6 | 2mldil.5 +6
4,5 ml R2 ml R3 ml R3 ml R3 ml R3 ml R3

Muestra 4 Imlvacuna+ | 2midil.1 +6 | 2midil.2 +6 | 2mldil.3 +6 | Z2midil.4 +6 | 2mldil.5 +6
4,5miR2 ml R3 ml R3 ml R3 ml R3 mi R3

Muestra 5 Imlvacuna+ | 2midil.1 +6 | 2midil.2 +6 | 2midil.3 +6 | 2midil.4 +6 | 2midiL5 +6
4,5 ml R2 ml R3 ml R3 mt R3 mi R3 mlR3

Vacuna de Imlvacuna+ | 2midil.l +6 | 2midil.2 +6 | 2midil.3 +6 | Zmidil.4 +6 | 2midil.5 +6
referencia 4,5 ml R2 ml R3 ml R3 mlR3 mlR3 ml R3

Para cada seccion analitica el orden de los lotes deberd ser al azar en forma casual

haciendo que la Vacuna de Referencia no sea nunca la primera, e

en la segunda o en la

antelltima y en la Ultima posicién vy entre el tiempo 0 y el tiempo 21 el orden de

preparacion haya sido invertido como en el ejemplo:

Preparacion al azar Dia 0 Dia 21

Referencia

El material a inocular se prepara segun las siguientes indicaciones:

Vacuna sin diluir: Para un grupo de 8 ratones se obtienen alrededor de 8 PFS en un tubo de
15 ml; Invertir manualmente de abajo hacia arriba y viceversa por un minimo de 3 veces y
un maximo de 5 veces cada una de las PFS antes de pasar la vacuna al tubo.

Mezclar la muestra con la pipeta antes de extraer la muestra para la disolucidn sucesiva.

{15 Argentina 8.4,
p}t«a:dm Sergio Imirtzian
e. d8 Asuntos Ragulatorios
Toditactor Téonite - M.N, 11529
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Disolucién 1 {vacuna diluida 1/2,5 en solucién R2): transferir 3 mi de vacuna sin diluir en un
tubo que contenga 4,5 ml de solucién R2. Mezclar la muestra con la pipeta usada para la
extraccién 1-2 veces. Invertir de manera manual de arriba hacia abajo y viceversa por un
minimo de 3 veces y un maximo de 5 veces la muestra antes de |a sucesiva extraccion.

Disolucién 2 {vacuna diluida 1/10 en solucién R3): transferir 2 ml de la disolucion 1 en un
tubo que contenga 6 ml de solucién R3. Mezclar la muestra con la pipeta usada para la
extraccion 1-2 veces. Invertir de manera manual de arriba hacia abajo y viceversa por un
minimo de 3 veces y un maximo de 5 veces la muestra antes de la sucesiva extraccién.

Disolucién 3 (vacuna diluida 1/40 en soluciéon R3): transferir 2 ml de la solucidn 2 en un
tubo que contenga 6 ml de solucién R3. Mezclar la muestra con la pipeta usada para Ia
extracciéon 1-2 veces. Invertir de manera manual de arriba hacia abajo y viceversa por un
minimo de 3 veces y un maximo de 5 veces la muestra antes de la sucesiva extraccion,

Disolucién 4 (vacuna diluida 1/160 en solucién R3}): transferir 2 ml de la disolucién 3 en un
tubo que contenga 6 ml de solucién R3. Mezclar la muestra con l2 pipeta usada para la
extraccién 1-2 veces. Invertir de manera manual de arriba hacia abajo y viceversa por un
minimo de 3 veces y un maximo de 5 veces la muestra antes de la sucesiva extraccion.

Disolucién 5 {vacuna diluida 1/640 en solucion R3): transferir 2 ml de disolucién 4 en un
tubo que contenga 6 ml de solucién R3. Mezclar la muestra con la pipeta usada para la
extraccién 1-2 veces. Invertir de manera manual de arriba hacia abajo y viceversa por un
minimo de 3 veces y un maximo de 5 veces la muestra antes de la sucesiva extraccion.

Disolucién 6 (vacuna diluida 1/2560 en solucidn R3): transferir 2 ml de disolucion 5 en un
tubo que contenga 6 ml de solucién R3. Mezclar fa muestra con la pipeta usada para la
extraccion 1-2 veces. Invertir de manera manual de arriba hacia abajo y viceversa por un
minimo de 3 veces y un maximo de 5 veces la muestra antes de la sucesiva extraccion.

Para adecuar la preparacién al estdndar hacer referencia al adjunto 2 del presente
procedimiento.

4.3 Preparacion de las muestras

Las vacunas de prueba Men B tetravalente llegan en forma liquida a la concentracion de
100 mcg/ mi de cada una de las proteinas recombinantes y 50 mcg/ ml OMV NZ.

La preparacién se realiza junto a la referencia que debe ser testeada de acuerdo a las
indicaciones transcriptas en el parrafo 4.2. _

Para adecuar la preparacién al estdndar hacer referencia al adjunto 2 del presente
procedimiento.

Las soluciones de la vacuna estandar y muestra deben se
uso.

. f
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En paralelo se utiliza un control negativo, formado por solucién fisiologica.

4.4 Método operativo

Preparacidn de los animales

La prueba de inmunogenicidad de las vacunas Bexsero se realiza en animales provenientes
de criaderos calificados después de un periodo de cuarentena / climatizacién. Los animales
(ver pérrafo 3.1) se dividen en grupos de 8 ratones / jaula / grupo para cada muestra que se
debe inocular. 5 ratones de control se tratan con solucidn fisiolégica {control negativo).

Los operadores gue siguen el presente procedimiento deben realizar un control numérico
minucioso en los animales, en relacion al cambio de jaula y/o inmediatamente, con
posterioridad al mismo.

Procedimiento de ejecucion de |a prueba

Todos los ratones se identifican como se describe en la SOP 284264,

La inoculacién de la muestra, del estindar o del grupo de control se realiza con jeringas
descartables de 2,5 ml por via intraperitoneal a razén de 0,5 ml / animal, Ya sea la vacuna
de referencia como la vacuna de muestra se diluyen como se describe en el parrafo 4.2y
4.3, y las siguientes disoluciones se utilizaran para inmunizar:

BEXSERO

Disolucién 1: 20 ug/ ratén de rP y 10 pg/ ratén de OMV NZ
Disolucidon 2 : 5 ug/ ratén de rPy 2,5 ug/ ratén de OMV NZ
Disolucidn 3 : 1,25 ug/ ratén de rP y 0,625 ng/ ratén de OMV NZ
Disolucion 4 : 0,313 g/ ratén de rP y 0,156 ug/ ratén de OMV NZ
Disolucién 5 : 0,078 ng/ ratén de rP y 0,039 ug/ ratén de OMV NZ
Disolucidn 6 : 0,020 ug/ ratén de rPy 0,010 ug/ ratén de OMV NZ

IMPORTANTE: después de realizar la disolucién N° 3, eliminar las disoluciones 1y 2.
Inocular los animales con la disolucién 3 a la disolucién 6 como se indica en el adjunto 2
del presente procedimiento.

Todas las muestras, antes ser extraidas con la jeringa para la inoculacidn, deben agitarse
manualmente invirtiendo el tubo de arriba hacia abajo y viceversa por un minimo de 3
pryducto en el

momento de la inoculacion.
_ Serglo Imistzian Pégina 7 de 20
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Los animales se inoculan en los dias 0 y 21. La aplicacion de las inmunizaciones la realizan
dos operadores disponiendo el orden de las muestras en forma casual segun el siguiente
esquema que se brinda como ejemplo:

inoculacion al azar Orden Dia 0 Dia 21
2
3 Referencia "”‘55’*‘”*"* stral
4 | -Muestr Referencia
5
6

Para cada seccidén analitica el orden de los lotes deberd ser al azar en forma casual
haciendo que la Vacuna de Referencia no sea nunca la primera, ni la segunda o en la
anteditima y en la Gltima posicién y entre el tiempo O y el tiempo 21 el orden de
preparacion haya sido invertido como en el ejemplo:

El dia 0
Operador 1: inocula las disoluciones 3, 5 de cada muestra y estandar.
Operador 2: inocula las disoluciones 4, 6 de cada muestra y estdndar.

El dia 21
Operador 1: inocula las disoluciones 4, 6 de cada muestra y esténdar.
Operador 2: inocula las disoluciones 3, 5 de cada muestra y estandar.

£n lo posible los operadores 1y 2 deben ser mantenidos por la duracién de la prueba ya
sea en la seccidn el dia 0 como en la seccién del dia 21.

A continuacion se realiza el desangrado final el dia 34 -36.}

Las operaciones de sacrificio deberdn ser realizadas por el personal de AE1l
inmediatamente después del desangrado siguiendo la SOP 236761.

Pégina 8 de 20
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Las muestras de sangre se preparan de acuerdo a la SOP 220786 (Extraccién de sangre y
preparacion de los sueros) y el suero se envia al laboratorio competente (ejemplo QCFLU).

Dicho procedimiento se realiza 2 veces en dos secciones analfticas distintas para cada lote
de Bexsero.

A continuacién, el organigrama de la ejecucién de fa prueba:

Novartis Argentina $.A.

i Ap . Earm. Sargio Imirtzian
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Preparacion animales

8 ratones / jaula / grupo para
cada disolucion de la
muestra, 8 ratones / jaula /
grupo para cada disolucion
del estdndar, 5 ratones para
el control negativo (NaCl)

)

Preparacién animales

Muestras a inocular una vez
diluidas en un placebo 0,5 ml

/ ip/ animal
Dia0
Primera inmunizacion
Dia 21 Novartis Argpntina S.A.
Segunda inmunizacién Farrm. Serglo Imirizian
Gte. de Arnbias Hegulatorios
J' Sadireen. w0 MUNL 11521
: Apoyerado
Dia34- 36 > Preparacion de sueros.
. Ver SOP 220786
Desangrado final N\
Ovatti , , . agi
éf%é‘fugfgemma S.A. Novartis Argentina %aﬂn 210 de 20
aclor T?"‘"} Farm. Sergio Imirtzian
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4.4 Criterio de Validez de! Andlisis / Evaluacién de los Resultados

Todos los animales deben encontrase en buenas condiciones de salud durante todo el
periodo de la prueba en relacién con el tratamiento recibido. En caso de muertos o
sintomas clinicos directamente vinculados al suministro del producto (ejemplo: ascitis o
muerte post inoculacién) se invalida la prueba y se debe llevar a cabo una detallada
investigacién antes de proceder a una nueva inmunizacion.

Eventuales muertes o sintomas no atribuibles a la prueba deben ser detallados en el
formulario de anélisis y no deben ser superiores al 5% de los lotes sujetos a la inoculacién
en ese esquema. En el caso en que se detecten muertes o sintomas clinicos superiores al
5%, 1a prueba resulta invélida y se debe llevar a cabo una detallada investigacién antes de
proceder a una nueva inmunizacién de acuerdo a la SOP 200006. Por cualquier sintoma de
enfermedad detectado, el animal es puesto en observacion y se comunica al Responsable
del Bienestar animal, al Responsable del Departamento y/o al Supervisor. '

En caso de volverse a realizar la prueba, ver SOP 236440, Repeticidén de la prueba para los
controles en vivo sobre prueba de actividad y de inmunogenicidad.

4.6 Medidas de Seguridad

El personal debe someterse a las disposiciones dictadas por el Decreto Legislativo 81/2008
texto unificado y sucesivas modificaciones y complementos y a las normas vinculadas al uso
de animales de laboratorio.

4.7 Consideraciones sobre el Ambiente

No aplicable

4.8 Documentacion
No aplicable

5. Procedimientos relacionados / bibliografia

SOP 284264
SOP 220786
SOP 236440 |
W1 300787 [

SOP 236761
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Gtg‘ de Asuntos Regutatorios
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5. Adjuntos

e N° 1 Formulario de anélisis de la prueba de inmunogenicidad para vacuna Bexsero
modelo PLAS (como ejemplo)
¢ N°2 Esquema de inmunizaciones (come ejemplo)
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Prueba de inmunogenicidad de la Vacuna Bexsero en ratones CD1 (método PLAS)

Formulario para someter una muestra a andlisis en los departamentos QC

INFORME DE ANALISIS

SOP n® 305081 Rev. N°

N° de anélisis: /

(A cargo de CQSE)

Fecha de inicio del control = Fecha de finalizacién del control

Inmunizaciones y sangrados realizados - SI (0 No O N.A O

Comentarios: N.A.O

Anélisis valido - §I O No O N.A. O
Adjuntos: N° NA O
Resultado incluido en las especificaciones = 51 O NO O N.A. O

oos O oot O or0O Na O

Elaborado por el analista ... iNicial: Fecha:
Comité de supervisién del analisis inicial: [ Pl Fecha: e
. Novartis Argentinaaﬁ A 13 de 20
artis Argen; aS.A Farm. Sergio Imirtzign®8/N3 ¢
L Lucio Jeropyis Gte. de Asuntos Regulatorios
Director Tacmgy Codirector Técnico - M.N. 11521

MN 14840 Apderado
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Formulario para someter una muestra a analisis en los departamentos QC

(A cargo de CQSE)

Muestra
{Disol. 3)

Ratones lote;

Sexo:

Procedencia:

Edificio:

de

semanas cepa

Ratones N°

Box N°

12 Inmun,
0 dias

22 Inmun.

21 dias

Desangradoe.

34/36 dfas

Inicial
W operador

Inicial
operador

Inicial
operador

Muestra
(Disol. 4)

Muestra
{Sol. 5)

Muestra
{Disol. 6)

Estandar
(Disol. 3)

Estandar
{Disol. 4}

Estdndar
{Bisol. 5}

Esténdar
(Diso!. 6}

Cant.
Ratones
desangradc

Observaciones

&

Elzborado por el analista i,
Comité de supervisién del analisis

inicial:

r /\_ Fetcha:

=

iniclal:

——

-}
=

artis Arge

Dr. Luged o mi S.A.
recltor Téef;
MN 1 e oaco

|
SATGEntina-g.A

arm. Sergie |

Gle. de Asuntos R

I Fechas

nedgieva 14 de 20

aaulatarios

Codireatar Téonleo - M.N, 11521

Apoderado






