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3) CONTROL DE CALIDAD-METODOS CONTROL EXCIPIENTES
DEL PRODUCTO TERMINADO.

3.1 - Especificaciones

Los excipientes utilizados cumplen con las siguientes especificaciones:

Excipiente

Especificacion

Cloruro de sodio

Cumple Farmacopea Europea

Cloruro de potasio

Cumple Farmacopea Europea

Fosfato diacido de potasio

Cumple Farmacopea Europea

Fosfato disddico dihidrato

Cumple Farmacopea Europea

Cloruro de magnesio

Cumple Farmacopea Europea

Cloruro de calcio

Cumple Farmacopea Europea

Agua para inyeceion (WFI)

Cumple Farmacopea Europea
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4) CONTROL DE CALIDAD-METODOS CONTROL PRODUCTO
TERMINADO

La siguiente descripcién aplica tanto para fa vacuna VIRAFLU® (0,5 ml} como para la
vacuna VIRAFLU® PEDIATRICA (0,25 mL)

4.1 Especificaciones
Granel Final (Especificaciones para Ia fiberacion)
Los parametros de prueba listados para la especificacion de liberacién del granel final son

los requeridos por la Farmacopea Europea.

Tabla2: Granel Final (especificaciones de liberacién)

Ensayo Método _ Especificacion
Esterilidad | Ph.Eur. Cumple Ensayo
Endotoxinas Ph.Eur. <100 UY0,5 ml
Ovoalbimina ELISA <0,4 pg/mi
Formaldehido Espectrofotometrico < 20 pg/ml

La prueba de pH se realiza solamente a titulo informativo, no como parte de la
especificacion de liberacion:

Tabla 3: Granel Final (pruebas realizadas solamente a titulo informativo)

Ensayo Método Especificacién
phd Ph.Eur. 69-77
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Producto Terminado (Especificaciones de liberacién)

Tabla 4: Producto terminado (Especificaciones de liberacion)

Especificacion Especificacion
Ensayo Método VIRAFLU® VIRAFLU® PEDIATRICA
Aspecto visual liquide ¢laro fiquido cfaro
[dentidad de SRID
hemaglutinina
A (H3N2) positivo positivo
A (HIN1) positivo positivo
B positivo positivo
Contenido de SRID limite de confianza limite de confianza Inferior, P
hemaglutinina (Intervalo de inferior, P=095: 212 | =0,95: >6 yg/dosis (> 80%
| A (H3N2) conflanza del ensayo, | pg/dosis (> 80% delo | de lo declarado en el rétulo)
A (HIN1) P=0,95:80-125%) | declarado en el rétulo)
B
Esterilidad Ph.Eur. Cumple Ensayo Cumple Ensayo
Endotoxinas Ph.Eur, <100 U5 mi <50UI0ZEm
Proteinas micro-Kjeldhal <120 yg distintas de | <60 g distintas de HA/0,25
| HA/0,5 m mi

Las pruebas siguientes no forman parte de la especificacién de tberacién del producto

terminado a granel, pero se realizan solo a titulo informativo,

Tabla 5: Producto Terminado (pruebas realizadas solamente a titulo informativo)

Ensayo Método Especificacion Especificacién
VIRAFLU® VIRAFLU® PEDIATRICA
pH Ph.Eur. 6,9-77 6,9-7,7
Volumen extraible | Ph.Eur. >0,5ml 20,25 mi
Producto envasado (Especificaciones de liberacion)
Tabla 8: Producto envasado (Especificaciones de liberacién)
Ensayo _ Método Especificacion
Identidad de hemaglutinina | SRID positivo
para cada cepa:
. !r ,
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4,2 Procedimientos analiticos
Los métodos de ensayo cumplen con los requerimientos de fa Ph.Eur.
A continuacion soio se describen los métodos no incluidos en Farmacopea.

421 Contenido de Hemaglutinina e ldentidad de Hemaglutinina (SRID: Single
radial Immunodiffusion Test)

El test de Inmunodifusion radiai simple (SRID) es utilizado para determinar el titulo de
hemaglutinina en la vacuna de influenza,

La muestra que se analiza se trata con un detergente zwitleribnico que permite Ia
separacion de os antigenos en un gel de agarosa que contiene un antisuero especifico. De
esta manera, los antigenos forman un anillo de precipitacion con el antisuero. El anillo de
precipitacién se visualiza mediante tincion con azul de Coomassle. Los diametros de los
anillos de precipitacién obtenidos para cada muestra, se comparan con los obtenidos con
un estandar internacional suministrada por el NIBSC, Londres o instituto equivalente
reconocido por la OMS,

a- Reactivos _

La composicidn descripta mas abajo es dependiente del volumen y la misma debe ajustarse
en funcion del volumen total requerido.

f~ WHO Estandar de Referencia

Antisueros especificos y los antigenos distribuidos por el NIBSC, Londres o instituto
equivalente reconocido por la OMS.

ii- Solucion al 10% de azida de sodio
Disolver 10 g de azida de sodio en un matraz aforado de 100 mi conteniendo
aproximadamente 80 ml de agua destilada. Llevar a volumen (100 ml) con agua destilada).

fii- Solucion af 10% de Zwittergent
En un matraz aforado de 100 mi conteniendo aproximadamente 80 ml de agua destilada,
disolver 10 g de zwittergent 3-14. Llevar a volumen (100 ml) con agua destilada.

iv- Buffer Dulbecco PBS-A pH 7,3
En un matraz aforado de 5000 ml conteniendo aproximadamente 4000 ml de agua
destilada, disolver en el siguiente orden:

50,009 NaCl

1,259 KCI o

7,20g NagHPO#2HZ0 (14,50 g NazHPO4:12H20)
125 KHPO:

:E:

i
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Agregar 25 ml de solucion al 10% de azida de sodio, medir el pH y ajustarlo a 7,3 + 0,1 con
solucion de NaCH o HCI. Llevar a volumen (5000 ml) con agua destilada.

v- Agarosa 1,5 %

En un recipiente de 3000 ml conteniendo aproximadamente 1500 mi de la solucién Buffer
Dubelcco (PBS-A), suspender 30 g de Agarosa (Indubiosa A 37 ¢ equivalente). Lievar 2
2000 ml utilizando la solucion Buffer Dubelcco (PBS-A). Colocar en bafio de agua hasta que
la agarosa se disuelva completamente. Distribuir la agarosa en viales, cerrar y etiquetar y
almacenar a 2-8 °C.

vi- Solticion de decoloracion

En un matraz aforado de 2000 ml, que contenga aproximadamente 1000 ml de agua
destilada, agregue 200 ml de &cido acético y 500 ml de metanol, agite. Complete a volumen
con agua destilada.

vii- Soficion de coloracion
Agregue 1,5 g de Coomassie Brillant Blue G 250 en un matraz aforado de 500 mil
conteniendo 400 m! de |a solucion de decoloracion.

Viil- Preparacion de las placas para SRID

La agarosa contenida en los viales se funde en bafio de agua y luego se agrega el
antisuero siguiendo las instrucciones del proveedor y los ensayos de optimizacion
realizados. La agarosa luego es colocada en placas de vidrio limplias y enfriadas por
aproximadamente 3-5 minutos y mantenidas a 55 - 57°C _

Luego de enfriadas, realizar los pocillos de aproximadamente 4 mm de diametro sobre |a
superficie de la agarosa con un instrumento metdlico y remover la agarosa del interior del
cada uno de los pocillos. En cada placa realizar aproximadamente 16 pocillos

b- Procedimiento

Agregar 50 pi de la solucion de Zwittergent (10%) a 450 I de la solucién de mayor
concentracién del estandar y de la muestra. Incubar a temperatura ambiente durante media
hora, Utilizando PBS-A como diluyente, preparar diluciones seriadas de cada uno de los
antigenos tratados con el detergente.

Agregar al menos 4 diluciones del estandar v 4 diluciones de la muestra a ser examinada
en cantidades de 20 wi por pocilio. Preparar una linea de estandares y una de muestras.
Permitir a fas--m"t{g‘\stras (estandar y muestra) difundir por 20 a 24 horas en un cuarto
humidificado y a Eémperatura de entre 20 a 25°C y luego colocar las placas en agua

|
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purificada por aproximadamente 1 hora. El nimero de placas es diferente dependiendo del
tipo de muestra.

Presionar las placas, colocandd una hoja de papel de filtro entre la placa y el peso. Dejar
por media hora, Secar las placas a 37°C y luego tefiir por 15 minutos en la solucién de
coloracion, Destediir las placas utilizando la solucion de decoloracion hasta que los anillos
de precipitacién se hagan claramente visibles,

Medir el diametro de los anillos de precipitacion.

Los didmetros para las muestras y el estandar son calculados y se calcula la linea de
regresion para ambas (estandar y muestras)

¢« Célculos

Calcular la pendiente de las dos lineas de regresion, el intercepto (ordenada al origen) y el
coeficlente de correlacion.

El contenido de hemaglutinina en la muestra se obtiene aplicando la siguiente formula:

ugH4 SC* Dil.C* Conc STD
mL SSTD * Dil. STD

donde;

SC: es la pendiente de la curva de la muestra
SSTD: es la pendiente de la curva del estandar
Dil C: es la dilucion inicial de la muestra

Dil STD: es la dilucién inicial del estandar

422 Proteinas

Realizado mediante el método de micro-Kjeldhal, con la diferencia de que se toma una
muestra de 20 ml. El contenido de Proteinas distintas de Hemaglutinina se obtiene restando
el contenido fotal de HA del las Proteinas Totales.

423 Ovoalbimina

El ensayo utilizado es un ELISA directo. Utilizando un anticuerpo policional antiovoalbimina
inmovilizade y un congugado anti-ovolabumina-HPR-conjugade como sistema de deteccién,
Conjugado y muestras se incuban simultaneamente y luego la placa de ELISA es lavada y
se agrega el buffer con el sustrato. La placa se Incuba y se realiza la lectura

a-Equipamiento
Kit comercial Serazym Ovo%liS‘lumin ELISA (o equivalente)
Lector de placas
Lavadora de placas L R
__ |~ o
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b- Reactivos y Soluciones

Sustrato TMB (3,3',5,5' tetramethyibenzidine and hydrogen peroxide)

Acido Suffiirico

¢- Procedimiento

Colocar 100 i de anti ovoalbimina HRP conjugado en toda la placa, Agregar en triplicados
100 pl de la curva estandar (doble dilucién desde 20 a 0,625 ng/ml) y del control positivo,
Agregar en cuadruplicado 100 ul de la correspondiente dilucién de la muestra v de la
misma muestra con un agregado de ovoalbimina {muestra spikeada). Incubar la placa por
60 minutos a temperatura ambiente y luego lavar 5 veces en la lavadora de placas.

Agregar 100 pl/iwell de la solucion del sustrato TMB, incubar [a placa a temperatura
ambiente por 15 minutos.

Al finalizar la Incubacion detener la reaccion agregando 100 pI/WeII de solucion de stop
(acido sulfdrico)

Leer la placa a una longitud de onda dual de 450 / 580-630 nm

d- Calculos

Determinar la DO promedio de los estandares, controles positivos, muestras y muestras
spikeadas

Crear la curva de referencia de los valores medios de DO del estandar y las
concentraciones de ovoalblimina correspondiente utilizando una curva polindmica de
segundo grado

Confrol positivo, muestras y muestras spikeadas se interpolan en la curva estandar v se
determina la concentracion expresada en ng/ml

4.2.4 Formaldehido
La concentracidn de formaldehido se determina colorimétricamente luego de su reaccion
con acetilacetona. Ef principio del ensayo es el mismo que se describe en la Farmacopea
Europea

a-Equipamiento

Espectrofotémetro Lambda 12 Perkin Elmer {0 equivalente)

b-Reactivos

Acetato de amonio

Acetilacetona

Acido Acético Glagial

Estandar de referencia de formaldehido, solucién cin un titulo = 36,5%p/v (certificado por el
proveedor)

Agua ultrapura tipo Misgli Q (o equivalente)
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¢c- Soluciones

I- Solcion estandar de formaldehido de 20 ug/mi

Diluir el estandar de referencia con agua para obtener una solucidn de concentracion de
20 ug/ml

li- Solucién de acetato de amonio al 15 %

Disolver 15 g de acetato de amonio en 80 ml de agua, agregar 0,3 ml de 4cido acético
glacial y llevar con agua a 100 ml. Esta solucién debe utilizarse en el transcurso de una
semana luego de su preparacion si se almacena a temperatura ambiente

iii- Solucion de acetilacetona

Agregar 0,2 ml de acetilacetona & 100 mi de solucién de acetate de amonio {punto il
anterior)

iv-Curva de formaldehido esténdar

Preparar una serle de 5§ diluciones por duplicado

En tubos de 15 ml, agregar 50, 100, 250, 500 y 1000 wl de la solucion estandar de 20 pg/ml
de formaldehido, Agregar agua hasta 1 ml. Los tubos contendran 1, 2, 5, 10 y 20 pg
respectivamente de formaldehido

d- Procedimiento

Un mililitro de muestra es ensayado. El blanco consiste en 1 ml de agua. A cadauno delo s
tubos (blanco, estandar y muestras), agregar 4 mL de agua y luego 5 ml de la solucién de
acetilacetona. Luego de mezclar, incubar en un bafio de agua a 40°C por 40 minutos. Leer
la absorbancia de la solucion resultante a 415 nm.

e- Calculos y expresién de los resultados

Graficar la curva de calfibracién con los valores promedio de cada uno de las
concentraciones de folmaldehido expresadas en pg/ml

Comparar los valores de absorbancia de la muestra con la curva de calibracion y obtener la
cantidad de formaldehido de cada una de las muestras analizadas.

425 Aspecto
Al menos tres jeringas son examinadas visualmente sobre fondos de color negro y de color

blanco.
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5) VALIDACION PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Los metodos de SRID (identidad y contenido de hemaglutinina), micro-Kjeldahl (proteinas),
LAL (endotoxina), inmunoelectroforesis (ovoalbumina) y espectrofotometria (formaldehido)
han sido revalidados con respecto a la eliminacion de tiomersal. La prueba de esterilidad se
ha calificado y cumple con los requisitos de la Ph.Eur. vigente. A partir de la temporada
2006/2007, a fin de cumplir con nuevos requisitos de la Ph.Eur., se ha introducido y
validado un nuevo método analitico de ELISA para detectar el contenido de Ovoalbimina
segun procedimiento descripto previamente. '

Determinacion de endotoxina en la formulacién trivalente _

Hasta 1998 el control de la endotoxina en MHP, granel trivalente final, producte llenado y en
la etapa de proceso intermedio se realizé utilizando dos métodos, ef método de gelificacion
(Metodo A de la Ph. Eur.) para los primeros pasos del proceso, y ef método de punto final
con péptido cromogénico (Método E de la Ph, Eur.) para los pasos posteriores del proceso.
La razén de esto fue que las muestras de los primeros pasos del proceso son coloreadas y
causaron interferencia cuando se utilizé el Método E.

A partir de 1998, se selecciond un Unico método (método D, método cinético con péptide
cromogenico de la Ph. Eur.) que puede ser aplicado a todas las etapas del proceso de
purificacion y al material llenado.

La validacion y cualificacidn del método se ha realizado sobre el producto con tiomersal en
trazas. El metodo ha sido revalidado después de fa eliminacién del tiomersal en el proceso
de produccion. |

Determinacion de proteina en la formulacién trivalente
El método de Kjeldahl se describe en la Ph, Eur.; el método utilizado sigue bésicamente 1a
Ph. Eur. con las modificaciones siguientes:

El producto es dializado antes del analisis;

La solucién de digestion (mineralizacion) contiene los mismos reactivos utilizados en fa
Ph. Eur. pero en diferentes proporciones y se prepara ¢on un procedimiento diferente;

El amoniaco desarrollado por destilacion es adsorbido en H2804/Ki03 en lugar de en HCI;
La titulacién final se realiza utilizando un método yodomeétrico en lugar de un método 4cido-
basico.

La validacion se ha realizado en dos etapas;

1. Validacion del método consistente en didlisis/digestion/destilacion y titulacion, utilizando
Alblrnina Bovima, Esténdar (BSA) como proteina de referencia.

2. Validacién del metodo anterior cuando se analiza la formulacién trivalente.

i. Precision dentro ge la corrida

l
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Sels determinaciones de la misma muestra de la formulacion trivalente (lote 66) han sido
llevadas a cabo por el mismo operador.

Los resultados fueron los siguientes: Media = 0,021 mgN/ml (SD = 0,0014 mgN/ml; CV =
6,67%).

ii. Precision entre corridas

Un total de seis determinaciones en la formulacién trivalente fueron realizadas por dos
operadores (tres cada una), Los resultados son los siguientes:

El parametro estudiado cuando se analiza la formulacion trivalente fue Precisidn, dentro de
la corrida y entre corridas.

Operador 1: media = 0,022 mgN/ml, SD = 0,0006 y CV = 2,73%

Operador 2: media = 0,020 mgN/ml, SD =0y CV = 0%

Luego de la eliminacion de tiomersal del proceso de produccion, el método ha sido
recalificado.

Validacion de identidad de hemaglutinina y determinacién del contenido

El ensayo utilizado para medit el Contenido y la Identidad de Hemaglutinina (HA) en las
diferentes etapas del proceso de la vacuna conira la influenza es una Inmunodifusion Radial
Simple (SRID).

Se realiza utilizando estandares de antisuero y antigeno suministrados por NIBSC, Londres
{0 un esténdar equivalente). Se prepara la agarosa y se afiade la cantidad de antisuero
sugerida por NIBSC. Con la mezcla se preparan piacas de vidrio. Después de enfriar, se
forman los pocillos en la superficie de |a agarosa. Se preparan diluciones del estandar de
antigeno y diluciones de las muestras y se distribuyen alicuotas en cada pocillo.

Las placas se Incuban, lavan, secan y finaimente se tifien con Azul Coomassie. La
comparacion de los diametros de los aniflos de precipitacion obtenidos para fa muesira y
para el estandar permite la determinacion del contenido de HA en la muestra.

El ensayo se aplica a [a liberacion del granel monovalente, de la vacuna a granel final y del
producto llenado.

El método ha sido revalidado para el proceso con trazas de tiomersal y recalificado luego
de la eliminacion del tiomersal.

Calificacién de esterilidad
Luego de la eliminacion del tiomersal en el proceso de produccién, el método ha sido
revalidado.

Validacion del formaldehido
Se ha reaiizado’u}na validacion de este método en Cosechas Monovalentes Agrupadas y
repetido en el F’rgiducto Terminado. Los resultados obtenidos muestran que el método es
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adecuado para determinar el contenido de formaldehido libre en muestras que contienen e
producto terminado Virafiu® / Viraflu® Pedidtrica.

Precision entre corridas (granel final): Las seis pruebas proporcionaron los mismos
resultados de formaldehido libre = menos de 200 pg/ml.

Resistencia (granel final): Las seis pruebas realizadas por los dos operadores
proporcionaron el mismo resultado de formaldehido libre = menos de 200 ug/ml.

Luego de la eliminacion de tiomersal del proceso de produccion, el método ha sido
revalidado.
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6)

CONSISTENCIA DE LA PRODUCCION

Formulacién Adultos
Let 107101 Lot 107102 Let 107201
Test Method Specification Results Results Reynits
Apptaranice Visual clear liquid Colourless lear liquid Colourless clear liquid Calotrless clear liquid
Haemagplutinin Identity SRID :
A (HIND) positive positive positive positive
A{HIND positive positive positive positive
B positive positive positive positive
Haemngglutinit Content SRID
A(HING | (sonfidence intecval of the lower coafidence limit, 18 17 18
A(HINI)|  assay, P=0.95: 80-125%) B=0,93: 2 12 pgdose 17 17 7
] (2 §0% of labal claitn) 19 17 13
Stardlity Ph.Eur, sterile sterile _ aterile ~ o stelle
Endotonls Bh B, <100 1008 ml <l 008 <Ifybsml | <ifubsml
Protelis iicra<kjatdhal £120 ugoséherl tligt 3% mep0.5mk 28 b0 Snails A1 ttep/0. 81tk
L5 i
Abuornial Toxicity Pia.Eur., fon {oxic nosi toxic fton toxié 1011 Iuxic
pH . PhEur, ) Niasd 75 W 7.8
Extmetable Volume PhEur. = 0.50 ml 083wl 0.43 mb 0.5 mL
Formulacién Pediatrica
Lot 109201 Lot 109301 Lot 109921
__Test __ Mahod . Specification |~ Resalts |  Results |  Resls
Appeatanes Visusl clear liquid Colougless lens Uquld | Colourless cleds liquid | Coloiirless elear iquid
Breningglutinin tdentizy SRiD
A (H3N2) positive positive pasitive positive
A (HINM1) positive positive positive positive
B positive positive positive positive
Haemngghrtinin Content SRID
A{H3N2)| {confidence interval of the Iower confidence limit. § 7 §
AHIND 2ssay, P=0.95: 80-125%) P=0.95:2 6 pp'dose 8 7 [
B (2 80% of label claing) 8 7 I3
Sterility Ph B sterile sterile sterile sterile
Endotoxing PhEnr. < 30TUMA2S ml <0.2 1L/0.28 ml. <0.2 U025 mL =0.2 TU/AD.25 mL
Promins wigte-Kjeldbal 5 60 Ug other than 36 rep/0.25ml 41 tmcg/0,2 5mi. 41 meg/0.23mL
HA/.25 rl
Abuaormal Toxiciry PhEur, non toxi¢ nol toxie ot tokis non toxie
pH Ph.Eur _ 6917 7.5 7.3 s
Extractable Volume PLEUL. 20.28 ml, 0,30 L 0.29 1l 030 ml

Datos correspondientes a Agrippal/ Agrippal Jr:
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7} MATERIALES DE REFERENCIA

Estandares o Materiales de Referencia

El ensayo de Hemaglutinina por SRID se lleva a cabo utilizando reactivos suministrados por
NIBSC (o de una institucion equivalente reconocida por la OMS).
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8) SISTEMA CONTENEDOR-CIERRE

8.1  Descripcion y especificaciones de los empacues

Sistema de Envase-Cierre
Material de envasado (envase inmediato)
La jeringa prellenada es fabricada y suministrada por Becton Dickinson o por Bunderglass y

esta formada por los siguientes componentes hechos de los siguientes materiales:
» Cuerpo de la eringa

Hecho de vidrio neutro de tipo |, transparente (Ph. Eur.).

El cuerpo tiene un volumen total de 1 mly pueden tener una aguja préconectada.

El cuerpo puede tener o no una marca de dosls pediatrica pre-impresa.

Los cuerpos de las jeringas son esteriiizados con 6xido de etileno mediante un ciclo
validado. Oxido de etileno.

» Agquja

La composicién de fa canula esta de acuerdo con AlSI 304, acero Inoxidable'de tipo
pasivado.

o Adhesivo

Adhesivo de curado al UV para unir 1a aguja al cuerpo.

s Tapon del émbolo

El tapon del émbolo esta hecho de una formulacién de caucho de bromobutilo libre de latex
de tipo | (Ph. Eur.). Es fabricado por West Company. El mismo sella el extremo del reborde
del cuerpo y funciona como un piston para suministrar el farmaco y mantener la esterilidad.
e Lubricante

El lubricante cumple con la monografia de la USP de Dimeticona y con la monografia de la
Farmacopea Europea de Aceite de Silicona, El aceite de silicona cubre la supeficie interna
del cuerpo para proporcionar un movimiento del tapdn del émbolo facil y suave, y la aguja
para reducir la fuerza de penetracion de la misma.

o Capuchon de la aguja (componente que no esta en contacto con el producto)

El capuchén de la aguja esta hecho con una formulacion de caucho natural seco 100% que
cumple con la Farmacopea Europea para cierres elastoméricos de tipo il. Su funcién es
proteger la punta de la aguja, sellar a abertura de la cénula y mantener |a esteriiidad.

¢ Tapade la punta (componente que no esta en contacto con el producte)

Este componente es especifico para 1a jeringa sin aguja.

La tapa de [a puntg\'vesté hecha de caucho estireno-butadieno, libre de iatex, que cumple
con la Ph.Eur. para ciq_arres elastoméricos de tipo |.

Su funcion es proteg%r la punta de la aguja, sellar la abertura del cono Luer de la jeringa y
mantener la esteriidad. .
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e Varilla del émbolo (componente que ne esta en contacto con &i producto)
La varilla del émbolo esté hecha de material plastico y su funcién es impartir movimiento al

embolo.

Las muestras de lotes de la jeringa, tapon del émbolo y varilla del émbolo son
inspeccionadas visualmente en’ cuanto a su conformidad con las especﬁ‘cacmnes y
ausencia de defectos.

Envase secundario

La jeringa prellenada y fa varilla del émbolo estan contenidas en blisteres de plastico,

sellados con papel despegable, o alternativamente en cunas de carton.
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9) ESTABILIDAD

Resumen y conclusiones sobre [a estabilidad

Los datos de estabilidad disponibles en la actualidad de las vacunas muestran estabilidad
completa para los antigenos de influenza. Ef material de envasado fue el mismo que se
destina a los productos comercializados. Los datos de estabilidad en los lotes producidos
con tiomersal en trazas y con un procesc iibre de timerosal no muestran diferencias
significativas con respecto a los lotes de afios anteriores, que contienen tiomersal como
conservante.

Por o tanto, se propone para esta vacuna (formulacién adultos y pediatrica) una vida Util de
12 meses a partir de la fecha de formulacién cuando se almacena a 2-8°C, protegido de Ia
uz.

Los métodos de andlisis utilizados y las especificaciones de los estudios de estabilidad son
los mismos que los utilizados para la liberacion. Estos métodos han sido validados.

Los resultados de estabilidad se presentan a continuacién

Plan de Estabilidad

Storage Condltions 24-8°C 25° 2°C and 37°t 2°C
Tim;poihts (montﬂs) 0 3 B 9 12 | 18 | 0.25 | 0.5 1 1.5
Appearance X | X | X | X | X[ x| - - [
pH X X X X X X - - -
Haemaggiutinin Content X X X X X X X X X X
Endotoxin Content X - - X “ - -
Sterility X . - X - -

X ensayo planificado

- ensayo no planificado
Resultados, interpretacion y discusion
Ensayos de Larga Duracién (2-8°C}

Todos los lotes probados demuestran ser estables, con los datos dentro de los limites de
especificacion hasta el tiempo de muestreo de 18 meses. El contenido de hemaglutinina a
esta temperatura presenta una disminucion leve, pero dentro de las especificaciones. Por lo
que se refiere a la variabilidad observada en los resultados de las pruebas SRID,
analizando en-detalle las tendencias, este sin duda podria ser asignado & la variabilidad
intrinseca del mli,;étédo que se determina como el coeficiente de variacion (CV) de precision
Intermedia de no“i mas de 15%. También todas las demas pruebas quedan dentr dellimite
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de especificacion, sin diferencias relevantes. Se ha de mencionar una ligera variacion en el
valor de pH pero sin una tendencia visible.

Ensayos Acelerados

A temperatura de 25° £ 2° C los tres antigenos se mantiene dentro de los limites de las
especificaciones hasta por 6'semanas de almacenamiento. El antigeno H1N1 no muestra
ninguna variacion relevante, mientras que B y H3N2 muestran claramente un mayor
descenso durante el almacenamiento por 8 semanas, aunque |os resultados se mantienen
dentro de los limites de las especificaciones.

La indicacion de las diferencias entre las tres cepas se manifiestan mas claramente a 37° +
2° C, en esta condicién de almacenamiento, la disminucién de los titulos es mas rapida
para la cepa B y en una segunda instancia para H3N2, La cepa B/Florida permanece dentro
de las especificaciones sélo hasta las 4 semanas en esta condicidn de estrés,

En cuanto a la estabilidad térmica de los tres antigenos, se muestran bastante estables y
permanecen dentro de los limites de las especificaciones hasta por 4 semanas 2 37° £ 2°
C y hasta por 6 semanas a 25° + 2° C.

La cepa B muestra ser la menos resistente y la HIN1 la mas resistente.

Resultadoes
Agrippal (VIRAFLU®)

Campana 2008 - 2009

Table 4-1 Agrippal vaccine 2008/2009, I.ot 083404, Stresa data at 26°£2°C and 37°12°C
Storage "s"torage time | Haemagglutinin Titre Mean titre: report results jg HA/dose
tempetature ks) Lower Confidence Limit. & 12 yg MAJdose
HANT HiNT HaN2 HINZ 8 B
Mean LCL Mean LCL Mean LCL
1] 17 15 18 17 a 16
1 17 18 ki 17 8 16
25%22°C 2 17 7 16 3] 15
4 18 1 5 14 15 14
€ 15 15 15 14 14 14
{ 17 5 18 7 118 15
’ 18 5 18 15 14 13
e E: 18 5 15 14 13 12
4 14 14 13 13 12 12
[] 14 13 13 12 12 11(C08)
OQCS: out of specification. For acoelerated studies a DR is not opened according to SOF 201398 because the temperatures used (25°C

and 37°C) ars different from tha reel storage condition (2°-8°C}.
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Table £-2 Agrippal 2008/2000, Production lots, Stability Results at 2°-8°C
Lot nr. | Storage time I‘:\:nngglullnln comT;: o A?pearance pﬁuw Sterility
months: ean titre: report resuits pg/dose; clear BT, i
{ ) _g_CL]_!zA?ﬂLdm) Lo o s ( ) |(slerile) g::z::rm
N1 HaN2 B/Malaysia liquid)
{IVR-148) {X-178C) {< 100 IU/dose}
rmeen |LCL [mean {LCL {mean {LCL
[ 17 16 17 18 17 16 conform 75 starile <1
3 17 18 17 18 17 17 conform 76 - -
8 17 17 18 16° 17 16* cohform 76 - -
082903 -5 7T % 6 (17 |15 |eonform 76 - -
12 17 17 15 15 16 15 conform 78 starile <
18 16 15 18 14 15 14 cenfarm 16 - -
0 17 15 18 17 16 168 cenform 7.4 sterila <1
3 17 18 17 17 18 17 conform 7.3 - -
[ 17 16* 17 16* 15 16* conform 18 B -
083404 5 6 (16 6 |15 T8 [1d  fconform 76 - -
12 16 15 15 14 15 1% conform 15 sterile <1
18 15 14 14 13 15 14 conform 75 - -
0 18 17 17 17 17 15 conform 7.5 storile <1
3 17 17 18 18 18 17 confomm 78 - .
8 17 167 16 16" 18 16* conform 16 - -
B3R 7T 16 16 116 |15 [conform 76 - .
12 16 14 18 18 15 14 conform 7.7 sterite <1
18 15 15 15 14 5 14 conform 76 - -

- test not planned

{*) A DR (32824) was cpened: NIBSC standard anfigen recuction of tilre of 0.5mep HA/manth. NIBSC communicaled that i the standard anfigen
supplied to Novartis VED had a loss of tire of 0.5 per manth when siared at recommended storage condition {-20°£5°C). See also chapter 3.1 in
summary and conclusion section.

Campafia 2009 - 2010
Table 4-1 Physical and chemical data for Agrippal Vaccine 20068/2010 campaign at 2°.8°C
Lotnr, Storage Haemagglutinin Content Apprarance pH Sterliity Endotoxin
time {Mean titra: report results ug/dose; {tlear {8.9-7.7) {sterile) Content
(months} LCL 2 12 ugidose) colourless {< 100
HANY Han2 B lrquid) 1Ufdose)
(IVR-148) XA75C) (B-Brishane}
mean LCL meat LCL mean LCL
7 7 i 16 8 16 Conform 74 Sterile <1
§ 17 17 17 17 18 18 Confrm 7.5 - -
§ 17 7 17 17 18 18 Conform 7.5 - -
095103 9 17 13 16 18 18 18 Ganform 7.5 : .
12 TBD TaD TBD TBD TBD TBD TBO T8D TBD T8O
18 TBD TBD T8D TBOD TBD TBOD TBD TBD - -
[] 17 17 17 17 18 17 Corform 7.4 Sterile <
3 17 18 17 18 18 17 Conform 7.5 - -
[:] 17 16 17 18 17 17 Conformm 7.6 - -
995301 ] [ 6 | 151 1€ 7| 18 Gonform 7.5 p -
12 T80 TBOD TBD TBL TBD TBO 18D TBO TBD TBD
18 TBD TED 18D 180 B0 TBO THD TBOD N -
ki 18 18 17 1 1 Canform 7.4 Sterile 2]
fi 7 [] 4 1 Conform 7.5 B A
7 1 7 7 18 18 Conform 7.8 - -
098001 L L i 0 18 7" "Gonform &3 : e
12 _TBD TED TBD TBD | _TBO T80 TBQ 18D TR0 [ _TBD
[ w | _T8% 78D TBO TBD. B Teh TBD TB0 . -
Noté: - tasi not schadulad THD: to ba done
Table 4-2 Agrippal vaccins 2009/2010. Batch No 095001, Stress Stability Data at 26°22°C and 37°42°C.
Storage Storage time Hasmaggiutinin Titte Mean fitre: report results ng Hoddose
temperature (weaks) Lower Confdence Limit 2 12 ug HAMose
HINT HNT HANZ HaNZ B )
Mean LGL Mean LoL Mean LeL
i) 17 18 is 7 18 18
1 17 18 17 6 17 16
26°42°C 2 47 16 18 8 16 15
4 48 15 18 15 17 15
8 48 5 16 15 16 15
0 r ] ] 7 18 ___ 16
1 [ [} § [:] 1€ 15
87°42°C 2 4 18 15 16 15
4 16 15 14 12 15 13
6 15 14 13 13 15 14
-
3
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Agrippal Junior (VIRAFLU® PEDIATRICA)

Table 4-1  Physical and chemical data at 28°:2°C and 37°22°C

Lot No Storage Stornge time Haemagglutinin Titre
temperature (days) {Mean ritre; Report Result pgtiaidase,
Lower Confidence Limit 2 § ugHA/0. 25ml.
H3NZ H3NZ HINL HINL B B
Mratt LCL Mean 1L Mean LCL
0 B 8 9 3 9 [
1 9 9 ] 8 9 9
25°3°C 1 9 8 H 7 8 ]
4 § 7 8 7 8 7
& 7 7 7 7 8 7
084431 9 3 3 5 8 9 5
1 5 7 7 7 9 8
d70x24C 2 H 7 7 7 7 [
4 7 | [ i 7 [ 3 (DCS)
[ 6§ | [ 7 [] 3 5 {00S}
Notes.

00S: out of specification results. For accelerated studies & DR is not opened sccording to SOP 201398 becuuse the temperatires ysed (25°C and 37°6)
are different from the real storage condition (2°-8°C).

Tatle 4-2 Physical and chemical data at 2°-8°C.

Lot No | Storage time | Appearance Haemnagglutinin Titre pH |- Endotoxin Sterility
(meaths) (mnilky, white {mean: report result pgHa/ose, 6.9- comtent (Sterile)
liquid) lowes ronfidence limit: » 6 pgHA/0.25mL) ki) =50
9 3 = b
e | et | Men | 30l | vew | w1 U0 25l
9 Pass 3 3 9 3 9 [] 7.5 <0.2 sterile
1 Pass 8 8 8 5 & ] 75 - .
k] Pass 8 [ 8 7 ] 7 T8
084431 ] Pass [ 7 ] 7 8 7 7.6
9 Pass 8 7 § 7 8 1 .7 - 3
12 Pass 7 7 7 7 8 7 7.7 <0.2 sterile
18 Pass 7 7 7 7 [ 7 7.8 - -
Pasy 9 8 B ] ] ] 74 <0.2 sterile
Pasy 9 B 9 8 9 [ 7.8 - -
k Pass 9 B 9 8 D [} 1.6 - -
184521 [ Pass E] 8 9 8 3 ] 7.6 . -
g Pass 9 8 [ 8 [ ? 7.7 - -
12 Pass 5 7 § 7 [] 7 7.7 <0.2 stetile
18 Pass 7 [ 7 [ 7 7 7.6 - -
[] Pass ] 7 L] [ 3 g 7.4 =02 sierije
1 Pass 9 7 [ [ 3 [ 7.5 - -
3 Pass 9 7 [3 B > [] 7.6 -
084521 [} Pass - ] 8 B 1 1.6 -
[] Pass 8 8 7 8 7 1.8 - -
12 Pasy ] 7 7 3 7 7.6 =0.2 sterile
13 Pass 7 & 7 [ ki 4§ 78 - -
T
Conclusién:

Se propone para Viraflu® / Viraflu® Pediétrica una vida atil de 12 meses a partir de fa
fecha de formulacién cuando se almacena a 2-8°C, protegide de fa luz.
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ANEXO

1 Instalaciones y equipos

Instalaciones y Equipos

Instalaciones y Equipos para el Principio Activo

Para |a fabricacion del producto se utilizan las siguientes Instalaciones de Siena Novartis.
Edificio 28 - Fabricacion de Semilla Maestra y de Trabajo

Edificio 30 Fabricacién de Agrupamientos Monovalentes (excepto filtracion -

esterilizante)

- Preparacion de Agua para Inyeccién, buffers y soluciones*
* Tener en cuenta que estos también pueden ser preparados en el centro de fabricacion de
Novartis Rosla.
Novartis Siena estd autorizado para realizar estas actividades de fabricacion segln las
Buenas Practicas de Fabricacién corrientes {cGMP) europeas.
Esta seccién incluye informacién sobre los centros relevante a las operaciones realizadas
para el producto objeto de esta solicitud. La informacién de cada Instalacion se presenta a
continuacion. Cualquier cambio en las instalaciones que no se refiera a ‘4reas o equipos
utilizados para el producto no sera nofificado.

Edificio 28 ~ Planta de preparacién de semillas

La planta de preparacién de semilla de Influenza es un area de produccion exclusiva
situada en la planta baja del Edificio 28. Hay vestuarios generales en la entrada al area y el
trabajo con las semillas se realiza bajo una campana de clase A para peligro biolégico
colocada en cualquiera de las dos salas separadas provistas con aire filtrado por HEPA y
sistemas de extraccion de aire exclusivos. Las salas de preparacion de semillas cuentan
con un vestuario exclusivo y barreras de presion positiva con respecto a las salas
adyacentes.

Diagramas de flujo

El flujo del producto, del personal, de los residuos y de los materiales en relacion con las
operaciones de fabricacion realizadas en el Edificio 28 se proporcioha en los documentos
adjuntos a esta seccion.

Los flujos v p_lapos entran en el alcance de las cGMP, Por esta razédn, los cambios en los
anexos ante?ﬁelncionados que no afecten negativamente a la calidad del productd no
seran considerades como modificaciones & la autorizacion de comercializacion,
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Otros productos manufacturados

No aplicable.

Informacién sobre preparacién, limpieza, esterilizacion y almacenamiento del equipo
Todo el equipo para la preparacién de las semillas es desechable, por lo cual esta seccion

no es aplicable.

Procedimientos y caracteristicas de disefio para _evitar _contaminacion o
gontaminacion cruzada

Estan implementados procedimientos de cambio, limpieza de equipos de y de despeje de
salas a fin de evitar confusiones y contaminacién cruzada,

Las clasificaciones ambientales para las areas criticas/areas controladas en el Edificlo 28
(ver anexo |-Siena),

Edificio 30 - Planta de preparacién de Agrupamientos Monovalentes

Las actividades de produccién de antigenos hasta el nivel de Agrupamientos Monovalentes

se llevan a cabo en el centro de fabricacion de Novartis Siena en el Edificio 30 (una
instalacién exclusiva para la produccion de vacunas virales). Los pasos realizados en cada
piso del edificio se describen en la tabla a continuacion.

Tabla Lista de los pasos realizados en cada piso del Edificio 30

Piso Pasos

Sétano - areas técnicas Produccion de agua purificada (PW), agua para Inyeccion
(WFI} y vapor limpio

Soétano Purificacion viral

Planta Baja Preparacion de soluciones, lavado de material, Inoculacion
de huevos, recoleccion e inactivacion de liquido alantoideo

Primer piso No aplicable (dedicado a la produccion de vacuna
antipoliomielitica oral)

Segundo Piso Preparacion de soluciones, purificacién viral, solubilizacion
de HAy NA
Atico Sistema HVAC

Diagramas de flujo
Parte del sétano esta ocupado por una sala donde se generan agua purificada, agua para

Inyeccldn (WFI) y vapor limpio que aprovisiona al Edificlo 30.
Ef ffujoaie producto, el flujo de personal, la clasificacidn ambiental de las 4reas
cntmas/ére controladas, el flujo de residuos y de materiales en lo que respecta a las

operaciones Ede fabricacion reahzadas en el Edificio 28 y 30 (ver anexo |-Siena).

4

“7_*2‘3 *%rgentmd $ A

i m, gf
(158 Lzsregfur Tégusliaorﬁil 15.578
e de Alyhios Ragy
Amj? dg latorios
!f/‘r"






U, NOVARTIS

El acceso del personal a la planta de produccion se realiza mediante una 'Tarjeta de
Acceso” para ingresar al "Area Gris" que conecta los cuatro pisos de produccion de
vacunas.

El acceso a las instalaciones de produccion en cada piso es a través de una ‘Tarjeta de
Acceso” de segundo nivel y un vestuario exclusivo, El ingreso a areas de "virus vivos®
requlere otro cambio de ropas en un vestuario exclusivo.

Los fiujos y planos entran en el mbito de las GMP.

Otros productos manufacturados
El primer piso del Edificio 30 se dedica a la produccién de vacuna antipoliomielitica oral. La

contencidn es efectiva para cada area de produccién controlada y se logra & través de
sistemas de aire exclusivos, diferenciales de presion y restricciones de acceso para el
equipo y el personal. El equipo es también especlfico para cada vacuna.

En el Atfco, en la terraza def edificio hay clnco sistemas de HVAC de “extraccion total”,

Informacién sobre limpieza y caracteristicas para_evitar contaminacién o

contaminacion cruzada ‘
La limpieza y sanitizacion de todos los equipos se realiza de acuerdo a procedimientos
escritos.

Procedimientos vy caracteristicas de_ disefio para evitar contaminacién o

contaminacion cruzada

Estan implementados procedimientos para el cambio de productos, limpieza de equipos y
despeje de lineas a fin de evitar confusiones y contaminacion cruzada. Los equipos para
purificacién viral, inoculacion y cosecha de huevos se lavan con agua purificada y se
enjuagan con agua para inyeccién antes de la preparacion, Las soluciones son esterilizadas
en autoclave utilizande un ciclo validado o filtradas a través de 0,22 um. Los filtros capsula
desechables se lavan con agua para inyecciones y a continuacion se instalan directamente
en el recipiente que recibe el producto limpio antes de la esterilizacion en autoclave o de la
esterilizacién individual dependiendo del uso especifico.

Planta de Novartis Rosia
El producto se fabrica en Ia planta de Novartis Rosia en los Edificios 22 y 42. Los pasos de

fabricacion se resumen en ia tabla a continuacion.
Tabla Lista de pasos de fabricacién en los Edificios 22 y 42

Paso de fabricacion Edificio 22 Edificio 42
Filtracién/-estprilizante de los Agrupamientos | Si Si
Monovalentes'

a’x!owjzﬁi?;is Argentina S.A,
L am. Elsa Orosa -
L.nargirmn;é_ Téchiea - MN, 15,578
sta. de Asurfis Reguiatorios
,_/\..\.Q,Fi‘(?j:gt‘lﬂ""'

I







