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Virus Concentrado Compieto
(10 a 60 litros)

Método de solubilizacion con Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB)
Concentrado de Virus Completo
Pre-tratamiento con Tween 80
Aftadir CTAB para solubilizar antigenos de supetficie

Agitar durante 45/90 minutes 2 3 4 8°C

Centrifugar para pelletizar [as particulas subvirales
residuales

Recolectar las subunidades en el sobrenadante

Homogeneizar ios pellets en PBS

Agitar durante 45/00 minutos a3 a 8°C

Centrifugar para pelletizar las particulas
subvirales

Recolectar las subunidades residuales &n el
sobrenadante

Agrupar las subunidades sobrenadantes

Afiadir resina Amberlite XAD-4 para adsorber CTAB
residual

Agitar durante una noche

Filtrar para eliminar Amberlite

i

|

; r@»‘ar_ﬂs Argentina S.A,
o Fam, Blgs Orosa
. _[-,a,g.-g;ur}?}crora Féenicy - M, 15.578
G de Aglintag Regulatorios
: Snnderada

R

i {;
-

7






) NOVARTIS

Afadir el estabilizador

Filtracion estéril

Cosecha Monovalente Agrupada
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Produccion de Semilla Maestra y de Trabajo
La produccion y analisis de semillas esta de acuerdo con los requerimientos de OMS y Ph.Eur. Las
Semillas Maestra y de Trabajo se cultivan en huevos Libres de Patogenos Especificos (SPF).

Preparacién de Semilla Maestra |

Cada lote de Semilla Maestra se prepara en un area exclusiva de produccion de semilla de influsnza
(bajo condiciones de flujo laminar) a partir de un solo vial de cepa primaria del virus congelado ©
liofilizado obtenida del NIBSC o de un centro de referencia de influenza aprobado por la OMS. La
semilia congelada se transporta a Siena con hielo seco. La cepa viral primaria, dependiendo del titulo
inicial, puede diluirse de 10! a 108 con solucion salina con buffer fosfato (PBS) de pH 8,0 que
contiene sulfato de kanamicina y sulfato de neomicina, estos antibidticos son-de calidad Ph.Eur.

Al menos cuatro diluciones logi consecutivas de semilla viral son Inoculadas en huevos SPF
preincubados controlados por observacion al trasluz (0,2 mithuevo), se utilizan de 5 a 10 huevos por
dilucion. Los huevos se incuban fuego a una temperatura de referencia adecuada para &l crecimiento
de virus especificos dentro del rango de 32°C a 36°C (34 + 2°C) durante 2 0 3 dias antes de la
refrigeracion a 2 a 8°C durante 12 a 24 horas para matar a los embriones o a -20°C  5°C durante 1
hora para permitir el pasaje del huevo el mismo dia. E! liquido alantoideo se cosecha bajo una
campana de flujo laminar para riesgo bioldgico como muestras individuales y se analiza para
determinar hemaglutinacion (prueba inmediata de HA), Todas las muestras positivas para una dilucion
son agrupadas. Se determina el titulo de HA en los grupos utilizando globulos rojos (RBC) apropiados.
Los grupos con titulos elevado (1 a 2 grupos) son seleccionados por no méas de un fotal de 14 pasajes
mas y no menos de tres pasajes de la Cepa Viral Primaria aprobada por la OMS {de acuerdo con la
Ph.Eur.) en huevos SPF, a partir del virus recombinante o el aislamiento viral aprobado.

En el pasaje final, los grupos son seleccionados y analizados en cuanto a titulo de HA, Los grupos con
titulos altos de HA que posteriormente pasan una prusba de ésterilidad son seleccionados como la
Semilla Maestra. Se colocan alicuotas de 1 mi en viales estériles con tapa a rosca bajo flujo laminar y
se congelan a menos de -70°C.

Semilla de Trabajo
Las Semillas de Trabajo se preparan en un area exclusiva de produccion de semillas de influenza
(bajo campana de flujo laminar para riesgo biologico). Las Semillas de Trabajo para cada cepa de la
vacuna de virus de influenza se obtienen mediante el cultivo de los virus de la Semilla Maestra en Ia
cavidad alantoidea de huevos SPF. Se producen alrededor de 30 viales de cada semilla de trabajo y
se almacenan a menos de -70°C. Estos viales {normalmente uno) sirven como semilla para la
inoculaclén de cada lote de Huevos para Produccion. La Semilla de Trabajo se obtiens después de
slo un pasaje de la Semilla Maestra, Se utilizan huevos SPF embrionados, El indeulo viral contlene
sulfato acldo de kanamicina y sulfato de neomicina de calidad Ph.Eur,
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Un diagrama de flujo mas detallado del proceso es presentado en paginas siguientes con informacion
sobre los parametros de operacion y los controles durante el proceso.

Diagrama de flujo

a. Preparacién de la Semilla Maestra

Cepa viral primaria de OMS Huevos SPF

® Observacion a trasluz

Diluciones logaritmicas |~ [Desinfeccion Preincubacion
10-12 dias
37+1°C
Inoculacién en huevos SPF 65+ 10% HR
. 2.3 dias
Incubacién 34+ 2°C

® Observacibn a
12-24 hs2-8°Co.

Enfriamiento <{h-20+5°C
® Inspeccion 1
Cosecha de liguido P2-8°C

® Prueba inmediata de HA

. |

Positivo Negativo |~ Descarte

Agrupamiento de cada

cosecha proveniente de la
misma dilucién
'k »
™ ® Titulo de HA (Ultimo pasaje) (*) al menos 3
pasajes
| Seleccién de ¢ Seleccion de al
grupos con menos 5 ¢ <-70 °C
titulos altos grupos
7
t
e
"\" ~

. Movartis Argentina S.A.
S FatheeRHES Orose
Co-Directora Téonica - MN, 15,575

/ Gte. d¢ Asuntos Regulatorios

{/// Aptiderada

10






> NOVARTIS

11

Titulo de HA
Esterilidad

Cumple

Nocumple | Descartar

Seleccién de’
grupoes con
titulos altos

1
H
i

‘Llenado con alicuotas de 1 ml

-

SEMILLA MAESTRA

0 70°C
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b. Preparacion de Semilla de Trabajo

SEMILLA MAESTRA ' Huevos SPF
(Vial tnico) :

Observacién a frasluz

Diluciones Desinfeccid Preincubacion

10-12 dias
37rx1°C
651 10% HR

Inoculacion en huevos SPF
(5 a 40 huevos/dilucién)

2-3 dias
Incubacion 34 £2°C
Qbservacion a trasluz
12-24hs2-8°Co

Enfriamiento <1h-20£5°C
inspeccion
Cosecha de liquido $2-8°C

Prueba inmediata de HA

[ i
Positivo Negativo [——Descarte

1

"~ Agrupamiento de cada
cosecha de la misma dilucién

‘Seleccion de al
menos 5 grupos ==70°C
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Titulo de HA

Seleccion de
grupos con
titulos altos

Llenado con alicuotas de 1 mi

[

'SEMILLA DE TRABAJO
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¢. Optimizacion de diluciones para producciéon

Enfriamiento

inspeccién

Cosecha de liquido

" Agrupamiento de cada
cosecha de 1a misma

4
.

Titule de HA

Establecimiento de
condiciones éptimas

. s

\ !
" |
\‘

U,\

Novart Argentma S.A.
arm.-Efsa Orosa
Bo-f;irectera Téonica - M.N. 16575

/Gte de Asuntos Ragulatarios
Apadarada

14

SEMILLA DE TRABAJO Huevos para
Produccién
® Observacion a trasluz
Diluciones : Desinfeccién:“‘”“ Preincubacién
10-12 dlas
. 375+05°C
inoculacion en huevos para produccion 55 £ 10% HR
incubacién ¢ 3282 °C

Observacion a trasluz

12-24 hs 2-8°C o
<1h-2025°C

Prueba inmediata de HA
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Produccion de Concentrado de Virus Completo
Inoculacién

La Semilla de Trabajo se diluye en una solucion que contiene sulfato de kanamicina y sulfato de
neomicina en buffer fosfato a pH 8,0 para producir la Semilla para Indculo. Después de fa dilucion de
[a Semilla de Trabajo, se analiza una muestra de semilla para indculo para determinar esterilidad.

Los huevos para produccion, antes del envio al centro de produccidn de Siena, son pre-incubados
durante 10 a 12 dias y observados al trasluz en un 100%. Después de fumigarlos en el area de
produccion, los huevos se inoculan con 0,2 ml de la Semilla para Indculo. La incubacién es
normalmente a 35°C para virus de Tipo A y a 33°C para virus de Tipo B durante 3 dias. Después de la
incubacion los huevos se enfrian durante una noche para matar a los embriones.

Cosecha y clarificacion de liquido alantoideo

Los huevos son cosechados por una maquina semi-automatica que refira 1a parte superior del hugvo a
fin de permitir la inspeccion visual y la eliminacién de huevos inadecuados antes de la cosecha. El
liquido alantoideo se recolecta por vacio en un tanque aislado. Se afiade solucion de citrato de sodio
al lfquido alantoideo para evitar la agregacion del virus y como auxiliar de procesamiento. La cantidad
y punto de adicion del citrato de sodio son especificos para la cepa viral,

El liquido alantoideo clarificado se concentra a alrededor de 400 a 500 litros por ultrafiltracion,

Inactivacion viral

Se afiade formaldehido (solucion al 40%) al liquido alantoideo concentrade (0,5 mifl de liquido
alantoideo) y la mezcla se transfiere a un tanque de inactivacion. El tiempo de contacto en agitacion
continua no es menor de 18 horas a una temperatura {de referencia) de 20°C a 30°C. Rutinariamente
se realiza una cinética de inactivacion en tres lotes de produccion de cada nueva cepa de influenza
introducida en conformidad con las recomendaciones anuales de la OMS,

Purificacion

El liquido alantoidec inactivado es ultracentrifugado vy el virus se recolecta en un gradiente de
sacarosa de 20% a 60%. El flujo esta fimitado a 20 + 2 I/hora, Sélo se retienen las fracciones I, Il y
IV. Las fracciones Il y IV, fracciones hombro, se agrupan para el tratamiento con sulfato de bario. A
partir de la campaﬁé del 2003, se afiade tanto a la Fraccion Pico como a la Fraccién Hombro una
solucién de NaOH 1M (INF 04.27) hasta un pH de 9,0 a 10,0 en lugar de tiomersal. La carga biologica
s contfrola en esta etapa por la adicidn de hidroxido de sodio para obtener un pH que inhibe e
crecimiento bactetiano sin desnaturalizar el antigeno de la influenza.
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E! virus contenido en las fracciones hombro se adsorbe en sulfato de bario. Luego de U
precipitacion durante toda una noche a 5§ + 3°C, se decanta el sobrenadante y el precipitado
resultante se centrifuga para formar un pellet del virus. El virus es luego eluido con citrato de sodio
0,45 M y ia solucidn es centrifugada. La elucién de virus y la centrifugacion del pellet se repiten dos
veces y se agrupan los sobrenadantes. Después de una centrifugacion final, el sobrenadante se

combina con la fraccién pico Il para producir un agrupamiento viral.

Diafiltracion

Hasta tres agrupamientos virales de cosechas de huevos individuales de la misma cepa viral pueden
combinarse para fa diafiltracién. Se eliminan la sacaresa y el citrato de sodio del agrupamlento viral y
el diluyente se sustituye con buffer fosfato de pH 7,3. El agrupamiento se filtra a través de un fitro de
1,2 um y se afiade Solucién de Polisorbato 80 0,6% antes de la solubilizacion de las proteinas de la
cublerta para ayudar a controlar la carga blolégica ya gue no se agrega mas tiomersal en esta etapa.
Las caracteristicas especificas de algunas cepas virales requieren el uso de pre-filtros (de 8 pm, 5 um
0 3 ym) construidos del mismo material antes del filtro final de 1,2 pm.

Produccion de Cosechas Monovalentes Agrupadas

Solubilizacién de hemaglutinina y neuraminidasa _

Las condiciones requeridas para la solubilizacion optima de cada cepa viral se determinan mediante la
“Prueba de Fraccionamiento” que ha sido recalificada satisfactoriamente para cada cepa del virus
luego del aumento de tamafio del lote y los cambios en la produccidn con respecto a tiomersal en
trazas, Puede afiadirse polisorbato 80 (solucidn 0,6%) adicional al concentrado de virus completo y
mezclar a 2-8°C. A continuacién se afiaden buffer fosfato pH 7,3 y solucion de CTAB 1%. Los
antigenos obtenidos después de la solubilizacion se purifican por ultracentrifugacion para eliminar
particulas subvirales y se recolecta el sobrenadante que contiene los antigenos de superficie,

Adsorcién de CTAB
Se afiade resina Amberlite para adsorber el CTAB presente. La suspensién se filtra para eliminar
Amberlite y CTAB.

Cosechas Monovalentes Agrupadas
Se afiade Solucién B al fiitrado. Los resultados de la prueba de carga bioldgica bacteriana llevada a
cabo desde 1997, antes de la filtracién estéri! final, fueron de cero para todos los pre-filrados. La
solucion es sometida a filtracion esterilizante por 0,2 um a un recipiente estéril colocado frente a la
estaciég\ de trabajo del flujo laminar en una sala limpia de clase C a través de filtros a los que s¢ les
efeétﬁéi"'i}.ga prueba de integridad. La prueba de integridad de los filtros se realiza antes y después de
a filtracién,
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Inmediatamente después de la filiracién descrita anteriormente, los agrupamientos monovalentes se
transfieren al centro de Rosia en un fanque. Luego se fransfieren a una sala de clase C después de su
sanitizacion externa de acuerdo con procedimientos internos. Se pasa un tubo de transferencia a
través de un puerto de transferencia, se realiza un muestreo del producto para Carga Bioldgica y es
sometida a filtracion esterilizante a un recipiente estéril, colocado bajo una campana de flujo laminar
de Clase A en una sala limpia de Clase B. Para la esterilizacion de la Cosecha Monovalente Agrupada
(MPH) se utiliza una capa filtrante validada. El filtro esterilizante con membrana de acetato de celulosa
es similar al utilizado en el centro de Siena, con una carcasa de polipropileno y capas de
apoyo/drenaje. El material filtrante de acetato de celulosa consiste en una membrana doble
heterogénea. La primera membrana (0,45 um) actua como un pre-filtro adicional para la membrana
esterilizante final de 0,2 um. Los filtros se suministran ¢on una cerificacion adecuada de Garantia de
Calidad.

Todas las pruebas criticas, incluyendo endotoxina, esterilidad y SRID, se han recalificado ¢ revalidade
para &l producto sin tiomersal.
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Diagramas de Flujo

En la pagina siguiente se presenta un esquema del proceso de produccién de la Cosecha
Monovalente Agrupada que indica los pasos clave. Un diagrama de flujo mas detallado del proceso es
presentado en paginas siguientes con informacidn sobre los parametros de operacion y los controles
durante el proceso, que comprenden cultivo del virus, cosecha de liquido alantoideo, inactivacion viral,
purificacién, diafiltracion, solubilizacién de hemaglutinina y neuraminidasa, adsorcion de CTAB y
filtracién esterilizante,

Diagrama de flujo

| SEMILLA DE TRABAJO )

I

[ Inoculacion en huevos ]

l

L Cosecha de liquido alantoideo

|

Inactivacion

Centrifugacion en gradiente
L de sacarosa X
|

[ — I
Fraccion Fraccion
pico hombro

------ e -
(") tratamiento opcional | Tratamiento Tratamiento con
|

! con BaSQ4 BaSOy
o — -

I
Diafiltracién de virus completo

Tratamiento con Polisorbato 80
]
Tratamiento con CTAB

|

ULTRACENTRIFUGACION |

|

Adsorcion con CTAB

i

[ Clarificacién
I

' Filtracion

|

l Transporte a Rosia J
|

[ Filtracion esterilizante |

o
B

— COSECHA MONOVALENTE AGRUPADA
A 1 J

i

i
]
I
i
i
|
H
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a. Cultive del Virus (centro de Siena)

SEMILLA DE TRABAJO
Dilucién Huevos para
Produccién
SEMILLA PARA INOCULO Muestreo []
(INF 030)
Pre-incubacion
Volumen de
inoculacién
@ Observacion a trasluz
(100%)
Desinfeccion ﬂ——_"
! Inoculacién en Huevos para . 10-12 dias
praduccion ® Observaciona | 375+05°C
trasluz 55 £ 10% HR
Muestreo de Esterilidad
Semilla para |-
Indeulo
I 048721
Incubacién $34x2°C
¢ 65+10 %RH
o al menos 8 hs
Enfriamiento 2-8°C
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b. Cosecha de liquido alantoideo e Inactivacién (centro de Siena) (continuacién)

|' ® Inspeccion

Liquido Alantoideo cosechado

Adicién de solucién de Citrato

de Sodio 1.2 M
LIQUIDO ALANTOIDEO @ Titulo de HA
COSECHADO
Clarificacidn —|
;
LIQUIDO ALANTOIDEO Py
COSECHADO CLARIFICADO Titufo de HA
- 1 -
Recoleccién en tanque refrigerado

i
|
!

;’

i
1

/
A
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] 6 2-8C

|
Ultrafiltracion
{Concentracion)

"~ LIQUIDO ALANTOIDEG™
COSECHADO DESPUES DE
ULTRAFILTRACION

Transferencia a un tanque sanitizado

limpio

¢ al menos 18 hs

{agitacién continua)

Inactivacién viral

LIQUIDO ALANTOIDEQ INACTIVADO
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¢ 11/20-40 | de Liquido Alantoideo

T |@ Titulo de HA

@ Carga hiclogica

Adicién de solucién acuosa ¢ 0,5 mi de liquido
de Formaldehido 40% alantoideo

¢ 20-30°C







