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Appendix §: Internal Standard: Comparison between the new methad and the oid mathod

(on the basis of (he mos! recent results)

Type 1 Type 2 ! i Type 3
New Old New | Old New Old
Methed Method Method | Method Method | Method
DU/l | (DU/mD (UMD} (DU/mD) (DU/ml) | (DU
37.2 371 6.9 7.9 25.8 27.2
35.1 37.2 7.3 8.1 = 26.9 27.8 B
35.8 36.4 7.8 8.2 32,3 26.5
37.8 375 7.1 5.1 ! 26.4 25.0
35.1 378 .5 77 | 254 25.8 )
36.4 1 27.3 7.3 8.0 51 1288
38.1 | 36.7 7.7 8.3 i {261 1250 ]
33.8 136.5 N 75 {247 235 B
33.4 368 7.9 8.0 tovn dozg
35.4 36.7 7.8 .5 25.8 2B
35.8 34.2 7.7 7.9 24.0 25 4
373 345 6.0 8.0 237 24.0
' 37.2 37.0 8.5 7.7 258 248 i
35.9 379 8.1 8.2 26.8 286
32.0 36.2 7.2 8.6 9.5 28,1
30.4 35.9 5.8 8.1 274 208
40.4 36.3 7.7 8.3 26.2 [ 256
37.3 353 8.0 8¢ 28 5 L 25.3 i
{392 36.8 8.9 8.0 371 25 .8 '
35.0 34.7 8.0 A 27 4 25.5
44.9 36.8 8.5 £.3 205 | 25.8
: Average | 365 36.4 7. 0 262 1257
V% 8.1 28 76 2.9 110 51 i
F-Test 0.00 0.00 6,00 i
T-Test G.91 0.06 .48 o
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1 Introduction

The sterility {esting carried oul within the LCB is described in a number of different docurents that are
closely related to one another and that form a single entity. For this reason all procedures hava bean
incorporated in a single retrospective validation report,

1.1 Sterility testing

The sterility testing can be subdivided into direct inocuiation (ANA-10157) and membrane fiitration {ANA-
10158). A number of controls should be complied with before the tests are declared valid:
» The growth promotion testing should demonstrate that the media are suitable for the growth of
aerobic and anaerobic bacteria
» The negative controls should display no growth and be treated in exactly the same manner as the
product being tested
« Conditions in the isclator should be controlied and should comply with regulations (ANA-10058)
+  The producl io be tested should be provan negative for antimicrobiai activity,
Shauid these ¢conditions not be met then the test is declared invalid and a repeat test must be carried cul.

1.2 Growth promotion testing

The growth promotion test should show that the media used for sterility tasting (Tryptone Soya Agar,
Thioglycollate, Clausen) are suitable for the growth of aerobic and anaerobic bacteriz and {ungi. The
following EP-prescribed tes{ strains are used:
»  Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosa
Clostridium sporogenes
Candida albicans
Aspargillus niger

“ » x o .

The tast straing are prepared according to ANA-10068 and used to inoculate media ai a conceniration of 15-
100 CFU. In practice, the media shouid comply with the following criteria;
+  Visible bacterial growth within a maximum of 3 days
«  Visible fungal growth within a maximum of 5 days
« Upperlimit on count plates should be 150 CFU maximum
+  Foralower imit less than 30 CFU per count piate, the test should be repealed (o chack
for growth in the liquid medium

In practice, the sterility and growth promotion tests are carriad out in parslie!, Should the growth promotion
test not meet all criteria, both tests should be repeated.

1.3 Antmicrobial activity

'

Before being tested for sterility, 2ach product should be tested for antimicrobial activity in the apghed mazis,
In some cases, a preduct can have an sffect on the growth promoting properties of the media. A grotl
inhibiting effect renders the results of a sterility test unreliable.

Since sach new product shouid be proven negative for antimicrobial activity before testing for swerility, this
procedurs can itself be considered part of product validation.
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Growth-inhibiting activity is determined at least once for each type of product {final ot/ final buik) anc
repeated whenever the composition of the produst or the composition (volume) of the relevant test media is
changed.

2 ldentification
2.1 Reference for method/SCP

The methods are described in the following protocols:

+  EP526.1. Sterility

«  ANA 10058: Antimicrobial activity in presenca of product {AAP)
» ANA 10157 Sterility testing

+  ANA 10158: Sterility testing by membrane fittration

¢ ANA 10086 Growth promotion lesting

= ANA 10065 Preparation of test suspensions

2.2 Recommendation for retrospective validation

The test mathod is fimiting and compendial and has been carried ou! within the LCB since the eany 14207, 1}
can be validated retrospectively, Since the validation is retrospective, thers is no reference o a plan,

2.3 Review of methodology content and {curreni) validity

Compared {¢ tha procedure described in the EP, the appiled method differs in three ways:

¢ Forpractical reasons, a distinction is made between <2 mi and = 2 m! samples. This is done su tha
the well-establishied sampling regimen within the LCB need not be changed, enabiing the uss ol cid
validation data for new results. In addition, a larger sampie voiume alds visibility of the sampias
during the procedures in the isolator. Use of a larger sample volume has no affect on the (e8! resul,

»  Clausen medium is used instead of TSB when Merthiolate is present in the product.

s A maximum of 150 CFU is maintained when using the test strains. Given tha range in results
obtained, this limit is more easily maintained than the £P recommendation of 10-100 CFU. A 20-30%
range In results is acceptable for microbiolegical culture methads,

The EP does aliow some deviation from the recommended procedure, certainly if this resuiis i diresd
improvements and therefore in (further) improvamenti in the reliabifity of the resulls. N.B. Authorisation of tha
relevant ANA's impiies inherent approval of this deviation from EP recommendations.
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2.4 Regulrements and criteria

Since the sterility testing within the LC8 is described in a number of difierent documents, 2l ihese
procedures are 1o be included in a single validation. The test analysis follows the procedurss describad in
the Curopean Pharmacopoela, meaning that the tesis are compendial, that they are limiting and that they
can be validated retrospectively. The aim of a retrospective test is to guarantee the continuity of a testing
method and thereby its consistency. in addition, data are presented that show thai the analvsis aiso
complies with the 1CH parameters for a limiting test regarding specificity and datection limit

2.5  Abbraviations

0B « Laburatory jor the Control of Biological products
iCH =~ Intarnational Conferanca on Harmonisation
E = European Pharmacopoeia
TSB - Tryptone Soya Broth
Thic = Thiogiycohate
ATCS  ~ American Type Cultlure Collection
AAP - Antimicrobiai activity in presence of produci
CFU -~ golony-forming unit
m.o, - ICrOOrganisms
RiA - request for amendment
3 Results

3.1 Specificity

The specificity of the analysis can be separaied into ihree components:
< specificity of the applied media
«  specificity/identity of the test strains
- the presence during analysis of antimicrobial activity from the vacsine iise!f, which imigh?
inflience the specificity of the media/m.o. ’
N.B. The specificity {composition) of the applied media and the lesi sirains is regisierad iri the
European Pharmacopoeia.

341 Media

The applied media have a standard composition In accordance with the EF. The specificity of the madia
used in the sterility testing implies that the media are chosen to aliow the isolation of a broad range of
aerchic and anaearobic m.a. The descriptions of the applied media damonstrate that this is the case:

»  Tryptone Soya Broth (TSB) — a general medium containing two peplenes thal promotes the
growth of a wide range of microorganisms (m.o.). Primarily suitable for the culture of aerobic
m.o., but also suitable for the culture of anaerobic m.o. when used under anaerohic conditions,

«  Thioglycoliate (Thio} — primarily suitabie for the culture of anaerobic m.o,, bul aerobic m.c. will
also grow in this medium.

»  Clausen — a medium containing neutralising components anc essential metals for lhe recovary
of anaerabic spore-forming bacteria; speciaily developed for products containing Merthiolate.
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3.1.2  Antimicrobial activity

Before a product can be tested for steriity, it shouid first be shown lo contain no antimicrobial aciivity. The
praducts shown in table 1 are seme of those which have undergone testing for antimicrobial activity snd for
which the test specificity has been analysed.

Table 1: resuits of AAP testing

Culture
temp.
Strain A B cC_ | o I F
Medium 58 Claus 188 Thio Claus Thio
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DTpP
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BMR
Polio
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Telanus 3 0 5 i
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3.1.3  Test sirains {control organisms)

Six different test strains are Used as positive controls within the AAP and growth promotion tests. Uae of
these strains guaranteas test-specificity for a wide range of m.o.

All six strains are EP-approved and have an ATCC number (see {able 2},

Before routine use in analysis, test suspensions are made according to ANA-100565. As an extra conlrol,
thase suspensions are checked for their identity to verify that the correct strains are in use, See sppendices
1 {0 6 for the results obtained.

Table 2; Control organisms for sterility testing

Microorganism ATCC no. Description .
Candida albicans 10231 Yeast —
Aspergitlus niger 16404 Fungus

Staphylococeus aureus B538 Aerobic gram-posilive bacieria B
Clostridium sperogenes 15404 Anderobic spore-forming, gram-posilive bacieria _
Pseudomonas aerugingsa 9027 Aerobic gram-negative bacteria

Bacillus subtilis 5633 Aerobic spore-forming, gram-positive bacteria

3.2 Detection limit

For a limiting fest, the detection limit should be vaiidated. During sterifity testing, the detaction limit of each
separate test is determined using a growth promotion test. This demonsirates that the applied media are
able o detect bacteria in the range of 10 - 150 CFU. Should the growth promotion lest not fali within this
range, then the whole test is declared invalid and a repeat test carried out using a different batch of medium.
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3.3 Condinuity

Continuity can be demonstrated using resulls oblained with the test strains in growth promaotion tesis {in the
period Jan, 2002 - Sept. 2003). At the start of the growth promotion test, two count plaies are inocuiated in

order o confirm the number of microbes in the test suspensions. The average count from the count piaies is
shown in figures 1 10 § for each strain.

Figure 1: Counts for Staphylococcus aureus Figure 2: Counts for Bacillus subtitis
i -
i Results of growth promotion tests from 2002 i Rasults of growth promotion tesis from 2007 i
Staphyliococcus aureus Baciilus suptilis !
i
!
5 & & 3 % ¥ % 3 & £ § 2 3 z £ ¥ 8 = i &% 4 = I
Month \ Honin !
i ]
rigure 3: Counts for Candida aibicans Flgure 4: Counts for Clostridium sporog
Resulis of growth promotion tests from 2002 Resuits of growth promotion teats from 2002
Candlda albicans Clostridium sporogeties
- i
'
o
A 3 & A = & 4 I 4 g 2 & = X i 0= 3 % & = E :;1!
Month i Month ;
— e ek
Figure 5 Counts for Pseudomonas aeruginesa Figure 8: Counts for Aspergilius niger

Results ¢f prowth promoition tests from 2062
Preudomonas asrugindsa
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4 Discussion

4.1 Spedcificity

All six of the test sirains demonstrated abundant growth in the presence of products with praservatives
{DKTP, DTP, Pelio, Acellular pertussis) and preducts without preservatives (BCG, BMR), in all tesis. This
growth was visually no different to the incorperated controis both in TSB at 20-25°C and in Thio at 30-35°C.
The controls consist of the test strains grown in TSB and Thio in the absence of product.

in the Tetanus vaccine, however, the presence of Merthiclate leads to growth inhibiticn in two of the six test
strains: Candida albicans and Aspergillus niger. Clausen medium can be used to replace TSB at 20-25°C to
solve this problem since it has a neutralising effect on Merthiolate. Using this medium for sterility tests of
Tetanus vaccines solves the problem of growth inhibition in Candida albicans; the growth of Aspergillus niger
is however still inhibited. Despite further analysis of other media and the addition of Na-Thioglycoliate to TSB
medium at 20-25°C in an attempt to neutralize Merthioiate, a solution has not been found. For this reason, a2
request for amendment (RfA) has been instigated that states that the growth of Aspergillus niger may be iefl
out of the results of AAP testing in the presence of Merthiclate.

Since this relates to only one of the six coniro! organisms, and this microorganism is knowrn to have tricky
growth properties, we have no doubts as to the validity of the test. The addition of Merthiciate as a
preservalive for the Tetanus vaccine certainly reduces the chances of growth and presence of contaminaling
m.0. in the product. In an earlier version of the AAP test whare Clausen madium was alsc applied. this
oroblem did not present itseli since at thai time Aspergillus niger was nol a test strain required by tha 5.

42  Detection iimit and continuity

Eor each separaia test, the detection limit is determined in the growth promction 1esis of the appiied media,
The use of the six test strains forms a basis for evidence of the continuity of the analysis. Figures 1 1o 8
demonstrate the stability of the test strains during the period shown. In the graphs of the Baclilus subtiiis
trend line (one pointy and the Fseudomonas aeruginosa trend line {two points), there are three points that
deviate from the rest. In these tests, a double amount of test suspension was added by accident they wers
nowever deciared valid since the remaining controis were satisfactory.

The trend line for Clostridium sporogenes, cultured in an anaerobic madium, is more scattered, This sir
spreads unevenly on the plate, making it difficult to count/estimate and therefore giving a wide rangs of
results,

5 Conclusion

Based on the results of this retrospective validation of {esting for the presence of contaminating
microorganisms, as carried out within the LCB since the early 1980's, we can concludes that we have shown
continuity of the analysis and have also shown a guaranteed consistancy.

8 Appendices

Appendices 1 - 8! identity of test strains
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Appendix 2: Bacillus subtilis

[ Bijlage Aanbiedingsprotncel bacteridle kowvesk  17C-DEThi0L.dne __} '
L@Wﬁ&ﬁm CONTROLE BIGLOGISCHE PRODUCTEN :
Micrby ISCHE KWALITEITSBEWAKING 5

IR PriecE erne inzenders: :
vart Mens én miheu i

Lab...."{&:ﬁ@.ﬁhl. UMIMET e NA&M NZender f::?‘?m——w’: Pesthak:

Materiaai::.‘..}.‘é’ﬂ;’{f....(%mém/’fd.(.ﬁé&.‘f(.‘hnrgcnr.:........,,, e e
i
ComservanstAntibioticum! ... . VORI .

erder aangeboden voor Sweriliteit / Biloburden / In Procus contrele?: ja
{indien ja omcirkel het betreffende onderzoek)
Als er twijfel is aver de gebruilne media; bewreffende gegevans hieronder invullen!

Determinaties van SV¥l-media dienen citsiuitend via SY¥-KB aangsbaden te worden.

Gebruikte media tijdens producticproces i ii¢su~inummerfﬁ\';\'{} Chargenummer i
~ ; . . g e T !
B bl M(:M/ B pra iy, At M 4TCE 743 3o

4 i i

Klachienformulier media ingevuid?{';u‘
Andere opmerking(en): ... et b let...
DRatum aanbigding .o
Invuilen door MR indien M de inzender is:

Darm M R kamer A& positie R metnode i

inzending gubouw

Proces/onderz.nummer MK | proces datum | product Charze. i
£ - :

i te vujlen deor ml :Datum Onrvangst D e Parall G

! “7 . / f . ‘ L, i (ﬂ
SQP-or /)Z(M Versienr.: Zeet [ 2f B nr, / e
el O /
Datm inzer . /15,00 4o, Naam vitvoerdern.. L, s ”uz;'fi),
;o s

Resultalen BRIW oo e

lndien de BKW positielis wordt het onderzoek vervolgt met determinaties,

Kol 12 Detur L0 Kol 22 Detar. oo KO 3 5 DEE S e

T . P S
Resultaten DET:. ﬁﬂffl//ﬁ/zdég‘éu‘/{/.a e

Dnmml 2_:7?-_7 Ay







3.2.5.4.3 Validation of Analytical Procedures Monovalent pools of inactivated policmyelitis vaccing, NVi

Report RAF-20863

‘ersion no.s 1

Retrospective validation of the sterility test Page 1t o

=w

1
I

(933

Appendix 3: Pseudomonas aeruginosa
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uitsluitend tussen a.30 en 9.30 uur en tussen 15.30 en L€.30 wuy.
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Appendix 4: Clostridium sporogsnes

Ay

!
& |
anderzoek in dianst | Laboralorium infeclieziektendiagnostiek en Soreening
van mons aninilier | afdsting Biizondere Bactedsls Daterminatias

i

aboraterium-adminlatratie titslagun) veladm, 0
Afgeling @ 0. ele Dezermninaiies Jlzb. @

Hoofd 2 Dr. FLALGG. Reubsant ral,nid, 2

Haam nYrager:
J. Koopman

Bilthoven, 27.11,2003

Cmschrijving
RivVM-monstercode: 1070300586

IV protactnr. @ 230664
Pavuam oancvangst @ 0%, 15 26503
Dautum 2fname H

Use mensternummers WO5-3
Uw refer=niie ;
Aard materiaal 1 aultuuyr uib oenbekende

Gepultaal laboratorium-onderzoelk

Cleostridiua sporogenas

Algegevan deor: Dr. .2 Racisash

Télafnntach opvragen van MIslanen;
uitsluitend tussen 8,30 an 9,30 wur en btussen 13.30 en

LT e
T

tqh onder fen kKesiltelis
fchiing COKL.

séteem dall 15 g

duor det §
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Report RAP-205623
Yersion no.: 1

Retrospective vaiidation of the sterility test Fage 13 0f 15

Appendix §: Candida aibicans

o..en?:raaiburea'wvaor Sch;mmeicu!tures -
' ‘Fungat Biodiversity Centre R '
!nst!‘ute ofthe Roya.' Netherlands Acadsémy of Airts ono‘ Sciences {KN‘AW) |

GO3-78 e hosr J, Koopman, s.5.4.4
NVIILCE |
Postbus 457 ‘
3720 AL Biithoven

Utrechl december 5, 2003,

Geachle heer Koopman, i
Hierbl zenden wiil U onderstaande detsrminatie uitslag:
W 98-05 Candida albicans {Robin) Berkhou!

De kenmerken in onze routing determinatie procedure bepaald en op basis waarvan de
identiteit werd vastgasteld, zijn op bijgesloten formulier opgesomd. Tevens is de rekening

voor 1 routine identificatie bijgevoegd.

Mat viandelijke grost |

) Y= —
(Maudy Th. Smith) i
blol. drs.

Caniraalbureat voor Schimmelcultures
Yeast identification Service
Uppsalalaan 8

3584 CT Utrecht, The Netherlands

Tel, : +31 (0) 30 2122666

Fax, : +21 (0) 30 2512007

Email; Smith@cbs.knaw.nl
hitp:/www.chs. knawe.n!

i
5

R e et it b e et e  la N
Postai addras PO Box 35147, 3308 AL Utreche, The Mechariands, Telephane: + 1110330 JIHLO}
Yisiung addrass: Uppsalalzan 8, 31584 CT LUireetiy, Tha MNedharlands, Telefa + 30130 T3 02097
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Report HAP.ZOB6S

Versgion 0o i

Retrospective validation of the sterility test Dags

CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES

Institate of the Royal Netherlands Academy of Arz and Sciences

Tdentification repor{ carried out by

Centraalbureau voor Schimmelculiures, P.O. Box 273, 3740 AG BAARN i

Identity of the strain: Aspergilius niger van Tieghem
Your reference number: order number 304334

Our reference number; det. 301, 1999

Deseription of the identification method:

-media used: Czapek agar, Malt Extract agar'(Oxoid)
~temperaiure of incubation: 25 °C

-incubaiion: 7«14 days in darkness

-scientist who carricd cut the identification @ E.S, Hoekstra
- {main} reference/description used for sdentification:

Raper, K.B. and Fennell, D.1.{1963} The Genus Aspergiiivs. Baltinore,
Maryiand, Willliams and Wilkins

Tdentification criteria:
Identification was bascd on colony morphology and microscopical
examinalion using light microscopy.

{
. ' ] o BE
Postal adchess; PO Bov 173, 3740 ARM, the Nethotlaned Ftepiane o 3Ends a8
Visting atdbeesa: Deosterstiag 1; 3752 58 BAARN, The fuethetfanch Froaii 1MF [i@(’ﬂﬁ.?\'-‘\-\.\‘\"?\l_
5\
‘)‘\-«.
P,
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Reporl : RAP-20563

Yersien no.

Retrospective validation of the sterility test Pega 8ol 15

Short deseription of the isolate,

Colenies on Czapek agar allaining a dismeter of 5-6 cm diameter in 10 days
af 25 °C, consisting of a blackish-brown fell due to sporulating heads.

Colonies on Malt extract agar, altaining a diameter of 4,5-5 cm alier 10 davs,
eonsisting of a blackish-brown felt due to sporulating heads and also whitish
gerial mycelium couid be observed.

Microseopics! observation: Conidial heads, biseriate, biackish-brown, radiate
and splitting into columns with age. Conidiophore stipe, smooth-waiied, hyaline
ofien brownish towards the vesicle, Vesicles {sub)globose, mostly 3050 gm in
diarm. Conidia (subjglobose, blackish, commonly 5 unt in diam, spiny,

Daam, 26 August 1999
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Vacuna antipoliomielitica
inactivada, suspension

inyvectable, [Pagina 8 de 8

Bilthoven Biologicals B.V.

IPVINC/ARZ-12

Control de calidad y datos de estabilidad

Datos de estabilidad

Producio farmacéutico de la VPI

Resultados de estabilidad de la VP a escala de produccidn:

En esle montento, existe un estudio de estabilidad en curso, en el que se investiga la estabiiidad del
Iote final de la VPI, fabricade a escala de produccién y presentada en viales con tapones de goma

FM457. Los resultados se describen en los apéndices: Stabjlity ienort IPY in vials with Fivid 57
stopper.0].pdf.
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Informe de estabilidad Prefijo; RAP

i
o Y
’:?1&5&2;

[i5 de regisin:

2

Informe de estabilidad para ei lote final de Ia VPI presentado
en viaies con tapdn de goma tipo FM-457 (resuitados de §
meses} Versidn: |

f;,

Codigo(s) del viejo documento: N/D
Historia de cambios

Versidn |Fecha de Cambios
liberacidn :

MNuevo documento
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PVV3EIPES Stability report IPV in vials with FM437 stopper.G1.pdf.

— Informe de estabiligad Prefijor RAT
&
e {}'—- 13 de registen:
e Informe de estabilidad para ef iote final de la VPI presentado .
W ) ; e e ! y 58807
5 en viales con tapdén de goma tipeo FI[-437 (resuitados de &
meses) Version: |

T i
Fagina 2 o 7

1 Introduccidén

Se ha realizado un cambio en el tapén de goma, un material de envasado primario para fa VPL Anierdormente, ¢l ipon
que se utilizaba para la VP[ era de goma tipe FM-157. En Iz actualidad, se encuentra disponible un nuevo compuesin de
bromabutila, el FM-457, con muy aita pureza quimica. La goma cumple los requisites correspondicites de ia
Farmacopea Europea (Ph. Eur.) y de ia Farmacopea de Estados Unidos (USD), La goma FM-457 es adecusda para todas
las aplicaciones parenterales, incluidos los émbolos para jeringas precargables. El empleo del FM-437 permitird utilizar
el mmismo tipo de goma en los viales y las jeringas, mientras que el FM-157 no servia para los émbolos.

Ll estudio de estabilidad realizado debe confirmar que la estabilidad de la VIl no se vea afectada. Ya se ha realizado un
estudio de estabilidad en jeringas Henas de VPI con FM-457 {PLN-40394, RAP-46645). En oste estudio, o5 viales se
ilenaron con el lote final de la VPI en el Instituto Holandés ds Vacunas (NVI) ¥ se cemarin con tapones de goma tipo
FM-457. Se hard un seguimiente de los viales llenos duranie tres ahos, para confirmar la vida Otil de dos efos. Los
resultados de este estudio se informarén a fa Junta de Evaluacion de Medicamentos de los Paises Bajos v 2 I
Organizacién Mundial de Ta Salud (OMS). Este estudio se realiza de scuerdo con el PLN-36360 dei NV i estc
informe proviserio, se incluyen datos de hasta 6 meses.

Hasta ¢l momento, of cstudie se ha lfevado a cabo de acuerdo con el PLN-36369, Todas fas desvinciones det ali
se incluyen en el parrafo 5.

Tabla 1. Descripcion general def programa de pruebas v tiempo de muestres

Cantidad de Tiemps (meses)
Prueha vizios 3 I ~ .
&l 0 3 6 3 12 ] 18 | 2 39 ] 36
, . |
2-fenoxietanol 30 X X X X X | x X % %
Antigeno D 4 Tolx L ox X % 1 ox b ox | ox %
T
Formaldehido 25 A X X X X X X X X
Potenciaz 30 XT _ X _ X _ X % X i
3
Endotoxina (LAL) 2 A X X X X X XX
. J
Esterilidad 41 X - - . - - X X X
g 1
pH 5 X X X X X X X X X
s
Apariencia 1 A X X X X X X % X
\ N
E’;Eii‘;fos de &1 X X | x| ox Xl ox box | ox X
3 }J vl
| Cantioadiotal de vialos por punio | 1491\ 55 | 63 | 433 | te3 | 133 | 204 | 204 | 204 |
Liemp i i - " i

! Log resuliados dei granel final se utilizan para e! formaldehida y Ia potencia para ¢ punla temporai de O meses.
* afin de utilizar menos animales, no se hacen pruchbas de potencia en los puntos temparaics de 3, 9y J§ meses,
ST =0 es ¢f momento en que comienza la prueba de potencia,

" Los datos de Jiberacion del loie final se utifizan coma T = G dalos.

*En T =24, se hard una evaluacion para determinar si se contizuard con ef cstudio.

: 5L

s 7 v Fa=
Z Objetivo / b Mﬂaﬁd Lon@?
Lt \ _ s e o { . , L BT - .
El objetivo de este sstudio es confirmar la estabilidad de la vacuna ‘c.{l‘]l!p(}lim@?&ii'{'w'\‘!;fi‘i%’f:_;{ (VP on viaics
envasados con tapdn de goma tipo FM-457, 4 2-3 °C a humedad ambiente, hasta 2¢neses como minimo.

3 4 . T

! et
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Informe de estabilidad

informe de estabilidad para el lote final de ia VP preseniado
¢n viales con tapén de goma tipo FM-457 {resuliados de §

meses) i
Pagina  ds 7
3 Referencia
1D de registro Titulo del documento ‘E(‘:diga wnterior i
PLN-56369 Stability plan for IPV filled in vials with rubber stopper type FM-457 N/
ANA-32090 Fotemetrische bepaling van 2-phenoxyethanol in DTP en 1PV nub.v UV-Vis ANA-2ITY
ANA-31228 Bepaling van het D-antigeen gehalie van geinactiveerd poliomyelitiscomponent ANACLGIOZ i
bevattende vaccing m.b.v. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) {
ANA-I1497 Fotometrische bepaling van Formaldehyde in vaceins Fanaaimas
ANA-31238 Werkzaamheidstest in ratten voor poliomyelitishevattende vaccins volgens de £P- ANALO0U ¥
methode
i
ANA-IIT7L Bepaling van het endotoxinegehalle m.b.v. de chromogesie kinetische meihode ANAIOOBR !
(LAL) volgens Ph.Eur,, afdeling QCM :
{
ANA-ZLI08T Sterilieiiscontroie dmv membraanfilteatie volgens pH. kur ARA-IGIER T
ANA3LTLS Het bepalen van de pH met behulp van de pH meters Knick 763, 764, 765 en de ANA-ZOTOY [
Mettler Toledo MPC227 i
R ) : I
PLN-40394 Stability study of IPY Vern with and wilthout 2-phenoxyeibannl in aminouies and i :
syringes {0.5 ml) “
SPC~43727 Eisenblad [PV-vero, final bulk an final lot P 20600 {
| !
S0P-48429 Aseptisch afiullen van sterjele farmaceutische producten bij SFi? SOP-24197 !
SOP-49077 Stabiliteitsonderzock farmaceutische producten van het NV] ISGmronds
Ph, Tur. 0214 Monograpih 0214; Poliomyelitis vaceine (inactivated)} SR ],
!
CPMPACH38/95 | Stability Testing of Existing Active Ingredients and Related Finished Products ;
CPMPACH/138/95 | Quality i Bistechnological Products: Stability Testing ol N f
Bioiechnological/Biological Products : |

4 Materiales

4.1 Materiales de prueba

Hasta el momento, para este estudic de estabilidad se han utilizado dos iotes de VPI en viales con lapdn d
tipo FM-457, que se ilenaron en el NVI(814A v 815A).

gomid

=
=}

-

n ., . . - . TN o
A continuacién, se incluyen los materiales utilizados, con una referencm?/su espreificacion,
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Informe de estabilidad Freftior KAP

SRbI

enl viales con tapdn de goms tipe Fivi-457 (resuliados de b

mesas) Version, |

Mégina 4 dz 7
1 i L M - _—
[Descripeion N." de Material i
vial de 3 ml 16231 Vidrio hidreolitico tipo 1, siticonado j
tandn de goma 15365 Goma de oromabuino ,*1,'145 7, siliconada j
tapa a nresion, de 13 mm, | 10268 Precinto de aluminio con tapa de polipropilena a pres
VPLen vial de 3 ml 18859 Lote final de vacuna antipoliomietitica + 2PL e viales !

4.2 Método de prueba

Las prucbas a continuacion se llevan a cabo en el graned iinal v en el lote fral de Ja VT pres

acucrdo con las especificaciones de liberacidn del WNVI pars fa vacuna entipoliomiclitica jnaciév:
5]

version 05} Los métodos de prucha se deseriben en fas instrucciones analfess del NV

Frbla 1 Desord )w),. general de loy widtodos utilizades y especificaciones relevantes

EVf‘:‘m:bn_ _ Método 7 Zsnecificaciones
Lfenoxictanol ANAD2090 (3142 mmoliL, T
Antigeno D, tipo | JANA-31223 260 U/l .JL
Antigeno D, tipg 2 > 12 UD/mi i 1
Antigeno D, tipod =48 UD/mi - )
Formaidehido ANA-31497 0,7-1,6 mmaol/L. o
Potencia, tipe | ANA-31238 El Hmite inferior de a potencia relativa de una vacuse en
Potencia, tpo 2 comparacion con la vacuna de referencia 2 0,25

Potencia, tipo 3 :
Endotoxina (LALY ANA31ITTH < 10 Uit B T
Esterilidad ANA-31087 Ningin crecimiento T
pH ANA-31T)3 6,87,

E-;f\pa'l‘iéncia. Viswal . Transparente, rojo anaraniaco

43 Condiclones de alimacenamiento

Durants el estudio, las muestras se almacenaron en posicion invertida {con Ia tapa hacis abajo) »
humedad ambiente en las instalaciones del NV, Las muestras de repuesto se han almacensc
norinal (no invertida).

5 Desviacionas dei plan
tiasta el memento, no se han informado degviaciones o incumplimienios de las especificaciones

<

Resuttados y discusidn

Los viales lienos con ei lote final de Ja VPLy cerrados coa *apm\ de goma tipo FM-137 se }
un estudio de estabilidad reanzado por el NVI en jas instalaciones de B i hoven {Paises Bai
m'iczonddas ent a tabla 2 fueron realizadas por el NVI Los resultados de las pruches so |
iabia 3.
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informe de estabilidad

Informe de estabilidad para el lote final de la VPI presentado
en viales con tapén de goma tipo FIM-457 (resultados d2 6

meses)

D derepistror
55807
Voergian: i

Pagina Sde 7

Tabla 3: Resultados de las pruebas de estabilidad dei lote final de la VP{ en viales con iapones de goma FM-457 despuds de  meses

Prueba Especificaciones | Tiempo (meses) Resultados de Resultados de Resultados def fpie
814A B154A 3
2-fenoxictanol 31-42 mmol/L ¢ 35 34
3 34 33
6 37 36
4 T
13 7
24
30
30
Antigeno D, tipo 1 =60 UD/m| 84 83
8 86 i
88 88 |
O
12
& f
]
30 !
16 !
Antigeno D, lipop 2 |2 12 Ulvil 0 15 15 k
3 16 )
[ 17 6
0
i2
24 7
i !
R i
Anligeno D, fipo 3 = 48 UD/mi 65 70
3 60 75
6 68 75
12
ol
30 -
i
Formaldehida 0,7-1,0 mmol/L 0 0,8 0,8 |
3 0.0 0.3 ]
5 1o 0.5 -
4
B )
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Informe de estabilidad

Informae de estabilidad paca el lote final de Ja VP presentado
en viales con tapdn de goma tipo FM-437 (resultados de 6

meses)

. ; Tiempo Resultados de Resultados de Resultactos el i
Prueba Especificaciones - R ’ i
p ones {meses) S144 R15A inte 3 !
0 LOZ{061-1.69) | 2,44 (1,24-626) ;
Ll Hmite inferior 3 N/ N
Dotencia, tipo | de la potencia & 1,04 (0,50-1,80) 1,24 (0,77-2,04) I
relativa de una 9 :
vacuna en 4
comparacion con la iz o
vacuna de referencid a4
20,25, » .
\h V._
0 1.01(0,57-1,73) 1,37 {6,79-2,48)
=t
P 3 N/D N/D i
£ilimite inferior de s T 16 (0.80-1 600 i inae e -
la potencia relativa g 11640,80-1,66) JA4 076171 e e
o de una vacuna en Y
Polenci, tipo 2 o
comparacion ¢on la 12
vacuna de referencia N
> 0,25 ! .
a0
36
B 1,37 (0.78-2.60 1,67 (0,683,324 i
3 ND ND ;
El limite infevior de y — -
[t e [ienol 6 1,01 (0,68-1,52) 1,19 (0,00-1.60) ’
ia potencia relativa
Y de una vacuna en 9
Potencla, po 3 - —
comparacién con la 12
vacuna de referencia o
>0,25. h et
a6 !
!
T4 !
0 < 0,50 < (1,30 i
3 < 0,50 i <1{3,50 §
6 < 0,50 ! «0,50
. . 9
BEndotoxina (LALY | < 10 Ulimt =
24 _1
3n
0 Njnglim_ Nm-g?hr'.
CTECHTIISNIG voofeeimiento o
3 ND ; N
§ N 'y
Esterilidad Ningin crecimiento v
12
2
3
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[nforme de estabilidad

Informe de estabiiidad pars el lote final de la VPI presentado
en viales con tapéa de goma tipe FM-{57 (resultados de 6

meases)

Prefiior RAP
11 de registro:
SEROT
Versidn: |

Pagira 7 7

P rueba Especificaciones Tiempo Resultados de | Resuitados de | Resultacos clc:?_‘g
’ {meses) g14A Bi5A lote 3 i
o 7.2 7.2
3 7.2 72 i
5 7,2 72 '
5 -
pH 8,8-7,4
12
24 g
30 !
38 i
0 Cumple Cumpile
3 Cumple Curpla
B Cumoia Cumple u:
o ransoarents, &
e
> 1 I __!
30
36
N = Coime se desoribe o PLN-36369, esta prucha ne se reallzd en exte punto temporai.
7 Conciusion
Se nuede concluir que of tote final de la VP! presentado en viaies cerrados con tapdn de gorma FM-437 v ilenades prr of

MV en Bilthoven (Paises Bajos) cumplen las especificaciones haswa fos & meses, Bl estudio continuars coma ¢
describe en PLN-50369. Se realizardn pruebas en un Jote adicional en cuante se produzea dichio Jote.

8 iatos de archivo

L.os datos se han archivado en el NV {Biithoven, Paises Bajos), en el Dapart:

iH
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é Moéduio 3. Calidad
i ) 3.2.5 PRINCIPIO ACTIVO

Mezclas monovalentes de la vacuna
antipolicmielitica inactivada,

Bilthoven Biologicals B.V. i

3.2.5.7.1. Resumen de estabilidad y conclusiones ;
i

|

1 Resumen y discusidn de los estudios de estabilidad sobre las mezclas monovaientes tino

E

1y Z y 3 de la vacuna antipoliomielitica inactivada (YPI)

i

VPI producida con células Vero

Cada mezcla mopovaients debe cumplir con las especificaciones de lberacion que sr
describer: en el Mdédulo 3.2.5.4.1: Especificacion, Los métodos de prucba de comiral se
describen en ef Moduio 3.2.5.4.2: Procedimicntos analizicos.

L1 contenido de antigene I se midid como principal factor para indicar s estanilidad,

La estabilidad de las mezclas monovalentes fabricadas con células Vero a escala piicio {150
litres) se analizé después del almacenamiento entre 2 3 & °C durande hasta 52 meses parn ¢l
poliovirus tipo § v hasta 100 meses para el poliovirus tipo 7 v 3. Para cstos Iotes o cscals piloin,
principalments se analizé un sclo punto lemporal despuds de esle largo tempo de
almacenamiento. Los niveles de antigeno D no siempre cumplieron las sspecificaciones en 2stog
puntos de vaioracidn. No es posible sacar conclusiones definitivas a partir de esios Inles,

Las pruebas de estabilidad se lievaron a cabo en puntos temporaies mas interiiedios par los
lotes a escala de produccidn de las mezclas monovalenies de virus poliomielitice inactivadeo
fabricadas con células Vero. Se encuentran disponibles los resultados de estabilidad de hasia 34
meses para las mezclas menovalentes a escala de 700 litros de un minimo de tres lotes de cada

tipo de poliovirus. Para algunos lotes, incluso se encueniran disponibics datos de hasta 44

pieses. £ contenivo de antigeno D y ia esteriiidad cumplicron con Tas especificaciones nars
todos ios puntos temporaies analizados. Los valores del oH varian entre 6,7 1 7.

5S¢ inicio y se encuentra en curso un estudio de estabilidad de lotes de mezelas monovaicnies

fabricadas con céjuias Vero v producidas a una escala de 1300 Hrros. Hiasta ol momenic, 15

resuitados cumplen con las especificaciones.

1.2 VP1 producida con CRM

Las mezclas monovalentes fabricadas con células de rifion de mono (CRM) se analizaron hasta
los 48 meses do almacenamiento. Bl contenide de antigeno D del poliovirus tpo |, 2 v 3 =e
encontraba dentro
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s

de los [imites de especificecion despuds de estos 48 meses de almacenamicnto. Duranie ¢}
almacenamiento, los valores del pH de las mezclas monovaientes se encontraban entre 6,74 7

Todas las mezclas monovaientes analizadas cumpiieron con el requisito de csterilidad,

Pruebas de resistencia

Los resultados de las pruchas de registencia del producto larmacéutice demuestran una menor
termoestabilidad para las mezctas monovalentes def virus tipo 1 fabricadas con céiulas Vers en
comparacion con las de CRM. Sin embargo, los datos de sstudies de estabiiidad a largo plazn v
en tiempo real sobre las mezclas monovalentes tipo 1 ne confirman estas conclusiones.
Consulte el mddulo 3.2.8.7.3: Datos de estabilidad. Por lo tanto, el significado de los resultados
de los estudios de termoestabilidad no parece indicar la estabilidad en tiempa real de la mozcla
monovalente.

Conclusiones

En geoceral, los resultados avalan una vida util de 36 meses para las mezcias monovalentes de ia
VPl entre 2y 8 °C, que s¢ pueds extender un afio si el contenjdo de antigeno D atn cumsle ta
especificacion, '
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3.2.8.7.2. Protocolo de estabilidad después de la autorizacibn y compromieo oo
estabilidad

Protocolo del estudio de estabilidad en tiempo real pars jas mezcias monovaienies
tipo 1,2 y 3 de la vacuna antipoliomielitica inactivada (VP

Las mezclas monovalentes de fa VPI constituyen fa sustancia activa de ja vacuna VP, Las mezclas
monovalentes se almacenan entre 2 y § °C. Cada mezcla monevaicnre cumple con fas
especificaciones de liberacion descriptas en el Modulo 3.2.8.4.1: Especificacion. Le prueba de
control para el contenido de antigeno D y la esterilidad se desoriben en 3.2.5.4.2: Procedinc
analiticos. La prueba de control para el pH se deseribe en 3.2.8.7.3: Datos de estahilidad.
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3.2.8.7.2. Protocolo de estabilidad después de la autorizacién y compromiso de
estabilidad

Protocolo det estudio de estabilidad en curso para las mezelas monovafentes tipo 1,7 ¥
de ia VPI

El disefio de los estudios de estabilidad en curso se basa en la directriz de la BMEA
{Agencia Europea de Evaluacién de Medicamentos} sobre calidad de produclos
bictecnoldgicos: Pruebas de estabilidad de productos biotecnoldgicos/binldgicos
{CPMP/ICH/13 8/93).

Debido a nuestra larga experiencia con la vacuna VP, en ef intervalo de pruebas se han omitido
los puntos temporales de 3 y 9 meses.

Después del comienzo del nuevo programa de estabilidad, ios tres primeros lotes de cada tipo
de VPl monovalents fabricados con células de rifiién de mono (CRM) se sometieron a estudios
de estabilidad para obtener datgs de las mezclas monovalentes en el menor tiempo posible. En
los préximos afios, para cada uno de los tres tipos de VI, se utilizara un lote para ios estudios
de estabilidad.

Los tres primeros lotes a escala de produccidn de fa VPI fabricada con células Vero también se
sujetardn al prolocolo de estabilidad inciuido en la tabla a continuacién. En los préximos ados,
para cada uno de los tees tipos de VI, se utilizara un lote para los estudios de cstabiiigad.

Tabla 1: Protocolo del estudio de estabilidad para las mezcias monovalentes tivo 1, 2 v 3 de 1o 19T
I

Condiciones de Punfos temporales Pruebs Requisitn
almaccnamientoe
(meses)
2-8°(C 0,6,12,18,24,36  Contenide de ipo 15 1250-3140 UDsimi

antigeno D
tipo 27 430- 1480 UD/mi

tipo 3; 820-2220 Ut/ml
0, 6,12, 18, 24, 36 pli .

0, 36 esierilidad i MISTCOrgaNISH0s conlaminantes

k1

N







