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Prot. 816/11

Residual barjum {Specification: < | meg/mlL.)

Method A. A, Spectrophotometry
Date of test December 13, 2010
Result < l.mcg/mL

Residual sodium citrate (Specification: < 1 mg/60 meg HA)

Method HPLC

Date of test December 09, 2010

Result _ ' <0.01 mg/60 meg HA
Residual Tween 80 (Specification: <300 meg/mL)+

Method ‘ HPTLC

Date of test December 06, 2010

Result < 300 mecg/mL
Residual ovalbumin {Specification: Report result)

Method ' ELISA

Date of test . December 09, 2010

Result 0.03 meg/60 meg HA

Residual formaldehyde (Specification: < | meg/60 mcg HA)

Method Colorimetric
Date of test : Recember 13, 2010
Result 0.3 meg/60 meg HA

Sterility test (Specification: Sterile)

Method Eur, Ph., membrane filtration
Media 4 FTM and SCDM

Volume tested 30mL.

Date of test ) DPee. 02 — Dec. 16, 2010
Result Sterile
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Lot 109901
Page 27 of 42
Prat. 816711

Test for inactivation (Specification: Absence of live virus)

Method Hemagglutination
Date of test December 03, 2010
Result : Absence of live virus

. -
Endotoxin content {Specification: < 100 1U/60 meg HA)

Method |  LALtest
Date of test Decémber 09, 2010
Result < 0.3 1U/60 meg HA
Haemagglutinip antigen content (Specification: Report result)
L
Method SRID |
Date of'test ' December 09, 2010
Result 393 meg HA/mL,
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Lot 10990}
Page 28 of 42
Prot. 816711

SUMMARY PROTOCOL 'FOR PRODUCTION AND TESTING
OF INFLUENZA VACCINE (SUB - UNIT)
NYMC BX-35 MONOVALENT POOLED HARVEST

Lot [121/10

Summary

Page
- Seed virus:
General information on seed virus b 29
Tests on master seed . | 30
Tests on working seed ’ _ 30
- Monovalent pooled harvest lot 1121/10:
Production details of monovalent pooled harve;t 32
Tests on monovalent pooled harvest , 33
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VACCINES

SEED VIRUS

General information on seed virus

Name and address-of manufacturer

B virus strain
Primary seed lot

Source of primary seed

Date of receipt of primary seed

Number of passage of primary seed on receipt
Comment

Storage conditions of primary seed

Master séed lot

Date of manufacture of master seed

Number of passages ﬁum' primary seed to master seed
Storage conditions of master seed

Working sced lot

Date of manufacture of working seed

Number of passages fror master seed to working seed
Added antibiotics

Storage conditions of working seed
]
]
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Ao, Fleg Crosa .
snlod - ALN, 15878
o Reguifalarios
Asndoracda

Lot 109901
Page 29 of 42
Prot. 816711

Novartis Vaccines and Diagnostics Sti
Yia Fiorentina, 1 - Siena (Italy)

NYMC BX-35 (B/ Brisbane/60/2008 - like virus)
E5873

New York Medical College
Valhalla, New York, USA

.I;tntxary 27,2010

9

None

- 80 £10°C

MS-093 dil. (10 10
Gctober 05, 2010

3 ‘

~80 + 10°C

WS-093-01 dil, (10%) 10°
October 05, 2010

]

Kanamycin sulphate and neomyein sulphate

- 80 & 10°C
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Tests on master seed
Sterility test (Specitication: Sterile)

Method
Media
Volume tested
Date of test
Result

Tests on working seed
Sterility test (Specification: Sterile)

Method
Media
Volume tested
Dale of test
Result

Test for mycoplasma (Specification: Sterile)

Method
Media
Volume tested
Date of test
Result

Lot 109901
Page 30 of 42
Prot. 816/11

Eur, Ph., direct inoculation

FTM and SCDM

20 mL

Qet, 04 = Oct. 18, 2010
Stetile

Bur. Ph., direct inoculation
FTM and SCDM

20mlL

Oct. 06 - Oct.20, 2010

Sterile

E’url._ Ph.

Basic agar / broth and modified 1699 plus agar / broth
8.7mL

Oct. 11 ~Nov, 08, 2010

Sterile

[nfectivity titre (Specification; > 10 *° ElDs/mL) + -

Method
Date of test
Result

i
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Lot 109901
Page 31 of 42
Prot 816/11

Identity of neuraminidase (Specification: Positive for B strain)

Method ELISA
Date of test October 26, 2010
Result Positive for B strain.
NI titre
, Antiserum
Antigen [AHINDY] [A(H3N2)] [B]
Anti-N1 NA Anti-N2 NA. Anti-B NA
ACHifomia’72009 101118 AfPertiV16/2009 10/182 | BBrishane/6022008 10146
NYMC BX-35 '
Working seed Lot 24 15 713

WS-093-01 dil. (10°) 109

Identity of haemagglutinin (Specification: Positive for B strain)

Method Haemagghﬁination ~ inhibition test
Date of test : October 26, 2010

Result Positive for B strain
HI titre
Antiserum
Antigen  [AHIND] [A(H3ND)] [B]
‘ X-18110/118 X-187/10/182 BX-35/10/146
NYMC BX-35 '
Working seed Lot 20. 20 . 640
WS-093-01 dil. (10°%) 10
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Lot 109301
Page 32 of 42
Prot. 816/11

MONOVALENT POOLED HARVEST LOT 1121/10

Production details of monovalent pooled h‘ﬁrvest

Name and address of manufacturer Novartis Vaccines and Diagnostics Srl
Via Fiorentina, | - Siena (Italy)

B virus strain NYMC BX-35 (B/ Brishane/60/2008 - like virus)
Working seed lot used in manufacture : W8-093-01 dil. (10" 10

Date of inoculation:

Monovalent lot: 378/10 December 09. 2010

Monovalent lot :  379/10 December 10, 2010

Monovalent lot :  380/10 December 11, 2010
Added antibiotics Kanamyecin sulphate and neomycin sulphate
Date of harvesting:

Monovalent lot :  378/10 December 13, 2010

Monovalent lot :  379/10 December 14, 2010

Monovalent lot :  38(/10 December 15, 2010
Methed of inactivation Treatment with formaldehyde

Date of inactivation:

Monovalent lot :  378/10 December 13, 2010
Monovalent lot ;  379/10 December 14, 2010
Monovalent lot :  380/10 December 15, 2010
Concentration/purification procedure Continous zonal centrifugation in sucrose gradient,

adsorption with barium sulphate and elution with
soditum citrate solution

N 5
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VACCINES
‘ :
Lot 109901
Page 33 of 42
Prot. 816/11
Date of pooling of monovalent lots ' December 17,2010
Method of disruption Trea‘rment with Tween 80 and CTAB
Date of disruption December 20, 2010
Date of sterile 0.2 um final filtration December 27, 2010
Volume of monovalent pooled harvest 52,931 mL

Storage conditions of monovalent pooled harvest 2 - 89C

Tests on monovalent pooled harvest

Identity of neuraminidase (Specification: Positive for B strain)

Method ELISA

Date of test , Janmuary 10, 2011

Result Positive for B strain
Identity of haemagglutinin (Specitication: Positive for B strain)

Method ' SRID

Date of test ' January 10, 2011

Result Posmve for B strain

Purity (Specification: Evidence of HA bands and absence or traces of NP and M components)

Method SDS-PAGE, reducing conditions
Date of test , January 04, 2011
Result Evidence of HA bands and absence or traces of

NP and M components

Residual CTAB (Specification: < 12 meg/60 meg HA) |

Method Colorimetric
Date of test December 31, 2010

Result : ‘ < 3 meg/60 meg HA
. .
i
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VACCINES

Lot 109901
Page 34 of 42
Prot. 816711

Residual barium (Specification: < 1 imeg/mL)

Method A, A, Spectrophotometry
Date of test December 30, 2010
Result < 1 meg/mL

Residual sodium gitrate (Specification: < | mg/60 mcg HA)
Method HPLC
Date of test ‘ December 29, 2010
Result <0.02 mg/60 meg HA

Residual Tween 80 (Specification: <300 meg/mL)

Method HPTL.C

Date of test Januvary 04, 2011

Result ' : <300 meg/mL

) '
Residual ovalbumin (Specification: Report result)

Method . ELISA

Date of'test December 30, 2010

Result 0.16 mcg/60 mcg HA
Residual formaldehvde (Specitication: < 1 meg/60 meg HA)

: -

Method Colorimetric

Date of test ' January 04, 2011

Result: 0.2 meg/60 meg HA

Sterility test (Specification: Sterile)

Method Eur. Ph., membrane filtration
Media FTM and SCDM
Volume tested ‘ 30 mL
Date of test December 27. 2010 - January 10, 2011
Result Sterile
\
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Lot 109901
Page 35 of 42
Prow 816/11

Test for inactivation (Specification: Absence of live virus)

Method Hemagglutination
Date of test December 28, 2010
Result

Absence of live virus

Endotoxin content (Specification: < 100 1U/60 mcg HA)

Method LAL test
Date of test January 03, 2011
Result

<1 1U/60 meg HA

Haemagglutinin antigen content (Specification: Reporf result)

Method SRID
Date of test December 28, 2010
Result 228 meg HA/mL

3
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VACCENTS

Lot 109901
Page 36 of 42
Prot. 816/11

SUMMARY PROTOCOL FOR PRODUCTION AND TESTING
L
OF INFLUENZA VACCINE {SUB - UNIT)

FINAL LOT 109901

Summary

; Page
- Final bulk vaccine lot 1099:
Information on blending | 37
Tests on final bulk vaccine 39
- Final lot 109901: | ,
Production details of final jot . 40
Tests on final lot 40
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VACCINES

FINAL BULK VACCINE LOT 1099

Information on blendihg

Name and address of manufacturer

Date of manufacturing

NYMC X-18] componeni

Monovalent pooled harvest lot
Concentration
Volume

NYMC X-187 compopent

Monovalent pooled harvest lot
Concentration
Volume

Monovalent pooled harvest lot
Concentration
Volume

NYMC BX-35 component

Monaovalent pooled harvest lot
Concentration
Volume

Novartls Argentina .4
Farm, Blas Oross
CoDiresiors Thoriea « WiN. 15,57
;| Gte.de Asuniog Reguialotios
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Lot 10990}
Page 37 of 42
Prot. 816/11

w

Navartis Vaccines and Diagnostics Sri
Bellaria - Rosia, 53018 Sovicille - Siena (Italy)

Januvary 27, 2011

1099/10
293 meg HA/mL,
19,782 L,

1110/10
396 meg HA/ml,
8,200 mL

1111710
393 meg HA/ML
6,486 mL

,
1121710

228 mcg HA/mL
25421 mL
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Lot 109901
Page 38 of 42
Prots, 816/1 1
Buffer A solution
Nature _ Buffered saline solution
Volume : 107,030 ml,
Nature MgCly and CaCl, in distilled water
Volume 1,080 ml,
Final volume 168,000 mL
. -
Storage conditions of final bulk vaccine 2.8°C
1
.
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Lot 109901
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Tests on final bulk vaceine

Residual ovalbumin (Specification: < 0.4 meg/mL)

Method ELISA

Date of test February 03, 2011

Result . 0.2meg/mL
Residual formaldehyde (Specification: < 20 meg/mL) -

Method Colorimetric

Date of test February 04, 2011

Result 3 Lmeg/mL

Sterility test (Specification: Sterile)

Method Eur. Ph., membrane filtration
Media FTM and SCDM

Yolume tested _ 30mL  (from each conftainer)
Date of test Jan. 28 ~ Feb. 11, 2011

Result Sterile

Eundotoxin content (Specification: < 100 1U/0.5 mL)

Method .LALl test
Date of test January 31, 2011
Result : <17TUA.5 mL

"
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VACCINES

Lot 109901 -
‘ Page 40 of 42

y Prot. 816171
FINAL LOT 109901
Production details of final lot
Name and address of manufacturer Novartis Vaccines and Diagnostics Sri

Bellaria - Rosia, 53018 Sovicille » Siena (Italy)

Date of filling | Febrﬁaxy 01,2011
Filled volume 0.3 mL
Type of cortainer | Pre-filled syringe

. -
No. of final containers 135,810
Expiry date . December 2011

Storage conditions of final product 2« 8°C, do not freeze

Tests on final lot y

Haemagglytinin antigens content (Specification: LCL (9) 2 6 meg HA/0,25 mL for each strain)

Method SRID
Date of test February 07, 2011
Result: ' '

meg HAN.2S mL |
Strain Mean LCL (§)
NYMC X-181 8 8
NYMC X-187 8 8
NYMC BX-35 8 8

\ )
{(§) = LCL = Lo:});eer‘oqﬁdénce Limit, P = ()95
/

.
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Lot 109901
Page 41 of 42
Prot. 816/11

Identity of haemagglutinin (Specification: Positive for A(H3N2), A(HIN1)and B strain)

Method SRID
Date of test February 07, 2011 -
Result : Positive for A(HIN2), A(HINI) and B strain

4

RH (Specification: 6.9 - 7.7)

Method Potentiometrie
Date of test February 08, 2011
Result 7.5

Appearance (Specification: Colourless clear liquid)

y

Method Visual examination.
Date of test ' February 08, 2011
Result Colourless clear liquid

Withdrawable content (Specification: > 0.25 mL)

Method . Eur, Ph,
Date of test P'eb:uary 11,2011
Result . 0.29 mL

Protein content less HA antigens (Specification: <60 meg/0.25 mL)
Method ' Micro Kjeldah|
Date of test ‘ February 07, 2011
Resuit ' 15 meg/0.25 niL

Endotoxin content (Specification: < 50 1U/0.25 ml.)

Method LAL test
Date of test February 07, 2011

Result _ < 0.2 1U/0.25 mL

|
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Lot 109901
Page 42 of 42
Prot, 81671}

Sterility test (Specification: Sterile)

Method Eur, Ph.. membrane filtration
Media FTM and SCDM
No. of containers tested 40
Date of test Feb. 04 ~ Feb, 18, 2011
Result : Sterile

CERTIFICATION

[ also certify that no materials derived from ruminants (bovine, ovine, caprine). included within the
scope of the current EMEA/CPMP “Note for Guidabice on minimizing the risk of transmitting
animal spongiform encephalopathy agents via medicinal products”, were used in the manufacture
and/or formulation of the batch of product specified above.

-

= - < rft ‘_‘
Dr. Stefano Viti
Quality Assurance / Qualified Person
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INFORMACION PRECLINICA

La informacion descripta a continuacion se deriva de los estudios realizados a Agrippal.
El presente registro intenta aprobar la vacuna con el nombre comercial Viraflu.

1 Resumen preclinico

Viraflu es una vacuna trivalente contra la influenza, de antigeno de superficie, inactivada. Es una
suspension para inyeccion estéril, en una jeringa prellenada de 0,5 ml. Una dosls Unica de 0,5 ml de
Agrippal est4 indicada para la prevencién activa de la influenza en adultos y nifios de 36 meses de
edad y mayores. En nifios de 6-35 meses de edad que no hayan sido vacunados previamente, se
administra una dosis de 0,25 0 0,5 ml, seguida de una segunda dosis despus de un intervalo de al
menos cualro semanas.

Viraflu contiene antigenos de superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) purificados de las
tres copas de virus de Infiuenza, tipo Ay tipo B, recomendados anualmente para Inmunizacion pot
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Las cepas de virus de la influenza son cultivadas en
forma individual en huevos de gallina embrionados libres de patdgenos especificos (SPF) e
inactivadas por tratamiento con formaldehido antes de la purificacion de los antigenos de superficie
y la formulacion final. '
Una dosis individual de Agrippal contiene 15 g de antigeno hemaglutinina de cada una de las tres
cepas de virus de la influenza, para un total de 45 g de antigeno HA por dosis. La potencia de la -
vacuna se expresa como la concentracién de la proteina HA, La composicion de la vacuna se
muestra en |a tabla a continuacion.

Tabla 2.4-1 Composicion de Viraflu (por dosis de 0,5 ml)

Componentes de la Vacuna Cantidad Propésito
Antigenos de superficie del virus de la

influenza

HA de Influenza tipo A (simil H1N1) > 15 g Principio activo
HA Influenza tipo A (simil H3N2) > 15 g Principio activo
HA Influenza Tipo B >15 g Principio activo
Cloruro de sedio 4,00 mg auxiliar de isotonicidad
Cloruro de potasio 0,40 mg buffer

Fosfato diacido de potasio 0,10 mg buffer

Fosfato disodico dihidrate 0,66 mg buffer

Cloruro de magnesio 0,05 mg estabilizador
Cloruro de calcio 0,06 mg estabilizador
Agua para inyeccion hasta 0,5 ml diluyente

La composicion de Viraflu cambia anuaimente con respecto a los componentes activos (de acuerdo
con recomendaciones de la OMS), por lo que cada afio se realiza un ensayo clinico para monitorear
&l perfil de i@nogenicidad y la tolerabilidad de la vacuna final, Todos los demas componentes no
activos de la vacuna son componentes bien establecidos en productos farmaceuticos.
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La produccion de antigenos de la influenza utilizando la tecnologia en base a huevo es un proceso
bien establecido, y las vacunas contra la influenza tienen un buen perfil de seguridad clinica.
Viraflu/Agrippal esta aprobado en més de 50 paises en todo el mundo, incluyendo Francia,
Alemania, Italia, Suecia y el Reino Unido, asi como otros paises de la Unién Europea.

La evaluacién preclinica de Viraflu/Agrippal (antigeno de superficie, inactivada) incluye estudios de
inmunogenicidad (ratones, conejos Yy hurones), exposicion (ratones y hurones), seguridad
generalftoxicidad anormal (ratones y cobayos), toxicidad de dosis repetidas (conejos), y toxicidad
reproductiva y del desarrollo (conejos). Novartis también ha realizado estudios preclinicos en varias
especies con Viraflu/Agrippal administrado por ofras vias (datos disponibles a pedido).

Se compard una formulacién de Agrippal con adyuvante MF59 con Agrippal en muchos de los
gstudios preclinicos incluidos en este dossier. Agrippal con adyuvante MF59 es equivalente a
Fluad®, una vacuna trivalente interpandémica de Novartis. Fluad® esta autorizado en 12 paises
europeos, asi como fuera de Europa.

2.4.1 Descripelén de la estrategia de ensayos praciinicos
La estrategia preclinica de Agrippal se basd en los siguientes lineamientos:

o Gula para fa Industria; Evaluacion de seguridad preblinica de productos farmaceuticos
derivados de biotecnologia S6 (1997} _

e Gula para la Industria; Estudios de seguridad preclinica para la realizacion de ensayos clinicos
en seres humanos para productos farmacéuticos M3 (1997)

e Guia para la Industia; Consideraciones para estudios de toxicidad del desarrolio de para
vacunas preventivas y terapéuticas para indicaciones de enfermedades infecciosas (2006)

o Deteccidn de toxicidad para la reproduccion de medicamentos ICH S5A (FDA, 1994)
CPMP/SWP/465/95: Nota orientativa sobre ensayos preclinicos farmacolégicos y toxicoldgicos
de vacunas

s Informe Técnico de OMS NP 927.2005: Lineamientos de OMS sobre evaluacién preclinica de
vacunas

El efecto farmacologico deseado de Agrippal es la induccion de inmunidad contra la infeccion por
influenza y la proteccion de enfermedades relacionadas, que estad mediada principalmente por
anﬁcuerpos anti-hemaglutinina, EI programa preclinico examind inmunogenicidad, eficacia (estudios
de exposicion), toxicidad anormal, reactogenicidad local, toxicidad sistémica, y toxicidad
reproductiva y del desarroilo. Debido a que Agrippal ha sido autorizado desde hace muchos &fios en
varios paises, las formulaciones de las vacunas utilizadas en la mayoria de los estudios preclinicos
fueron fotes comerciales.

Los estudios toxicolégicos GLP en conejos utilizaron la dosis y via de administracion (intramuscular)

clinicas. Se evaluo la seguridad de dos dosis (separadas por 1 o 2 semanas), y se inciuyé un

periodo de recuperacion para evaluar los efectos retardados. Agrippal fue bien tolerada y no hubo '
indicacién de.,_-tgxicidad local o sistémica.

Los estudios GLP de toxicidad reproductiva y del desatrollo en conejos demostraron que Agrippal

no es téxico_p@fa la madre, fetotéxico o teratogénics, y que no es perjudicial para el desartollo de la

generacion Fy,
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El régimen cfinico para la poblacion general {adultos y nifios de 36 meses y mas) es la
administracion de una dosis Gnica de Agrippal. Los estudios de toxicologia general evaluaron un
régimen de dos dosis (N+1). Para la poblacion mas joven para que Agrippal esta previsto (6 a 35
meses de edad, no vacunados previamente), el régimen de clinica es de 2 dosis administradas
aproximadamente con 4 semanas de diferencia. En este caso, los estudios toxicologicos evaluaron
la dosis y el régimen clinicos previstos mas altos (dos dosis de 0,5 ml) y un esquema comprimido
(dosis separadas por 1 o 2 semanas}. El hecho de que las dosis N+1 no fueran probadas para la
Indicacion en bebés no se considera una deficlercia debido a Gue el apoyo primario para la
seguridad en edadeé de 6 a 35 meses es proporcionado por los datos clinicos,

Los datos de inmunogenicidad, eficacia y seguridad preclinicas, en combinacion con los datos
clinicos, apoyan la seguridad y la inmunogenicidad de Agrippal.

2.4.2 Farmacologia

Se realizaron estudios en ratones, conejos y hurones. Los estudios fundamentales con Agrippal en
ratones incluyen la evaluacion de la respuesta de anticuerpos en ratones seropositivos y
seronegativos, respuesta linfoproliferativa, respussta a la dosis, duracién de la respuesta, y
proteccion contra la exposicion. La administracion de Agrippal produjo tituios de anticuerpos y
protegié contra la exposicién & influenza hasta 200 dias después de Ja vacunacion.

La inmunogenicidad se evalué en congjos machos y hembras durante uno de dos estudios de
toxicologia GLP en dosls repetidas. Agrippal fue bien tolerado e inmunogénico en conejos. En dos
gstudios GLP de reproduécién y desarrollo, se administrd a conejas la dosis clinica de Agrippal tres
veces antes def apareamiento y en dos ocasiones durante la gestacion. Agrippal fue inmunogénico
gn las conejas, y se detectaron anticuerpos en los fotos y las crias Fy.

Agrippal fue evaluado en el modelo de exposicién en hurén. Dos dosis de Agrippal con una
diferencia de tres semanas produjeron niveles protectores de anticuerpos, y aunque los animales
vacunados mostraron algunos sintomas de infiuenza después de la exposicion, la pérdida de peso
corporal, &l aumento de la temperatura corporal, y los recuentos de leucocitos se redujeron en
comparacion con el grupo control negativo.

No se realizaron estudios de farmacodinamia secundaria y seguridad farmacologica. El principio
activo de Agrippal consiste en antigenos proteicos purificados, y los constituyentes inactivos de la
vacuna son componentes bien establecidos de productos farmacéuticos. La amplia experiencia
clinica no indica ningln motivo de preocupacién con respecto a efectos farmacodinamicos
indeseables sobre la funcion fisiologica.

Los estudios en ratones, conejos y hurones demostraron que la inmunizacién con Agrippal produjo
una respuesta de anticuerpos especifica para el antigeno, y se demostré proteccion contra la
exposicion con el virus de influenza en modelos de raton y hurdn.

No se justificaron estudios de investigacion de farmacologia secundaria, seguridad farmacolégica, o
las Int rét;ciones farmacodinamicas entre medicamentos sobre la base de la naturaleza del
producto y los perfiles de seguridaditolerabilidad preciinicos y clinicos existentes. '
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Pruebas de inmunogenicidad de antigenos de influenza en ratones

En este estudio no GLP, se compard la inmunogenicidad de antigenos de influenza derivados de
huevos y derivados de cultives de células MDCK (Estudio N° KOE 050601).

Trece ratones por grupo recibieron dos dosis de 0,5 mi por via intraperitoneal (dia 0 y 7) de material
de proceso de vacuna de subunidad convencional derivada de huevos (granel monovalente de
Agrippal) o material a granel, purificado por cromatografia, derivado de célutas MDCK (monovalente
y trivalente). Las preparaciones de antigeno se ajustaron a 15 g de HA por dosis de 0,5 mi para las
formulaciones monovalentes (45 g en total de trivalente). No se utilizé adyuvante. Los animales de
control recibieron solucion salina tamponada con fosfato. Se recolectd el suero en el dla 21 y se
realizaron prusbas de inmunogenicidad en muestras de suero individuales (formulacién trivalente) o
en dos grupos separados de suero para las formulaciones monovalentes (ratones 1-6 y ratones 7-
13 agrupados) para anticuerpos inhibidores de hemaglutinacion (HI), contra HA homdlogos y
heterdlogos. Como se muestra a continuacion, ios ratones desarroliaron los mismos titulos de
anticuerpos Hl contra la HA de la cepa inmunizante de las dos fuentes diferentes, Los pares de
antigeno comparacos son equivalentes en términos de reactividad homéloga, asi como para la
reactividad heterologa, ya que no hubo diferencia estadisticamente significativa.

Los titulos homdlogos de H para antigenos derivados de huevos y de MDCK fueron comparables.

Respuestas de anticuerpos con vacunas contra influenza en ratones jévenes y vigjos

En este estudio no GLP (N° 94-0184), grupos de 9 ratones jovenes (3 meses de edad) y viejos (18
meses de edad) fueron vacunados dos veces con la vacuna {conteniendo 9 yg de HA total de 3
cepas de virus de influenza, A/Beljing (X-117)/32/92, AfTexas (X-113)/36/91 y B/Panamé 45/90, en
un volumen de 200 pl). La vacuna se administré por via subcutanea, sola o en combinacion con
adyuvante MF59. Los animales control fueron tratados con PBS. Los titulos de anticuerpos
especificos para el antigeno se midieron después de la segunda inmunizacién.

La inmunizacién con Agrippal provocd respuesta de anticuerpos especificos para el antigeno, tanto
en ratones jovenes como viejos. La respuesta en ratones jovenes fue de 21 a 72 veces mayor que
en los ratones viejos, dependiendo del antigeno. La adicion de adyuvante MFSQ a la vacuna
aumenté la respuesta en ratones jovenes de 12 a 31 veces, y en ratones viejos de 19 a 253 veces,
dependiendo del antigeno. No hubo respuesta de anticuerpos en los animales de control tratados
¢con PBS.

Respuesta linfoproliferativa con vacunas contra la influenza en ratonas jovenes y viejos

En una continuacién del estudio antes citado, no GLP (N° 94-0184), dos semanas después de la
segunda vacunacion subcutanea, todos los animales fueron sacrificados, se retiraron los bazos, y
se prepararon suspensiones unicelulares individuales que se cultivaron in vitro. Las células de fodos
los grupos fueron estimuladas con virus de influenza (cepa no especificada) durante 6 dias. Las
muestras de control de células de todos los grupos fueron tratadas también con ovoalblmina
durante 6 dias ) PHA durante 3 dias. La profiferacion celular se determing midiendo la incorporacion
ds timidina radi:éctiva, que se afiadi6 a los pocillos durante 24 horas. El Indice de Estimulacion se
caleulo como:i!é relacion de recusntos medios por minuto por pocillo en presencla y ausencia de
estimulo del vj?us de influgnza.
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Los ratones ancianos tuvieron una respuesta linfoproliferativa tres veces menor a Agrippal sin
adyuvante que los ratones jévenes, y Una respuesta 2 veces inferior a Agrippal administrado con
MF59 (p <0,26) que los ratones jovenes. La presencia del adyuvante aumento la respuesta
linfoproliferativa en ratones jovenes en 1,85 veces en promedio, y en ratones vigjos en 3 veces en
promedio (lo que alcanzd significacién estadistica). Los valores P para A/Befjing, AlTexas y
B/Panama fueron 0,0596, 0,0351 y 0,0215, respectivamente.

Respuesta de anticuerpos en ratones seropositivos jovenes y viejos

En este estudio no GLP (N° 93-847), se investigé la respuesta de anticuerpos a Agrippal (con y sin
MF59) en ratones seropositivos previamente infectados con el virus de la influenza.

Grupos de 10 ratones jovenes y viejos (de cepa y edad no especificada) se infectaron por via
intranasal con una cepa de virus de influenza adaptado al ratén (A/Taiwan/1/86) y se permitio la
recuperacion durante 10 semanas. Los ratones fueron inmunizados luego una vez con Agrippal (que
contenia 9 [g de HA total de 3 cepas de virus de influenza A/Beijing 353/89, A/Taiwan 1/86 y
B/Panama 45/90, en un volumen de 200 ul), La vacuna se administré por via subcutanea, sola o en
combinacion con ef adyuvante MF59. Un grupo control fue fratado con PBS. Se tomaron muestras
de sangre el dia antes de la inmunizacion y después de 2 semanas, y los sueros se analizaron por
ELISA para anticuerpos contra los 3 antigenos de influenza.

Los titulos séricos pre-Inmunizacién (post-infeccion) contra AlTaiwén en animales jovenas fueron
aproximadamente seis veces més altos que én los ratonss vigjos. Ni los animales jévenes ni los
viejos previamente infectados tenfan titulos de reactividad cruzada a A/Beijing 0 B/Panama antes de
|2 inmunizacion.

La inmunizacion con Agrippal reforzé los titulos de anticuerpos de A/Taiwan, tanto en ratones
seropositivos jovenes como viejos (en 5 y 3 veces, respectivamente}, y generd titulos de
anficuerpos contra A/Beijing y B/Panama, Los ratones jovenes tuvieron una respuesta
inmunogénica significativamente mayor a los tres antigenos que los ratones viejos.

La adicidn de MF59 a la vacuna no tuvo efecto sobre las respuestas a los tres antigenos en ratones
jovenes, pero aumentd de manera significativa (P = 0,0287) la respuesta en ratones viejosen 2,5 a
7 veces, dependiendo del antigeno.

Respuestas de anticuerpos a varias dosis de vacuna contra [a influenza en ratones

En este estudio no GLP (N° 94-0307, 94-0214 y 94-0215) grupos de 15 ratones Balb/c de ocho
semanas fueron inmunizados en el dia 0 y el dia 28 con varias dosis de Agrippal que contenia
antigeno HA de cada una de las cepas del virus de influenza siguientes: A/Texas 36/91 (X-113),
A/Beijing 32/32 (X-117) y B/Panama (18-13/93A). Todas las dosis de antigeno se administraron por
via inframuscular en un volumen de 0,25 ml mezclado con 0,25 ml de PBS o MF59. Las dosis de
antigeno variaron de 0,4 a 0,002 g de HA cuando se administraron con PBS, y de 0,04 a 0,0002 pg
de MA cuando se administraron con MFS9, En los dias 42, 98 y 182, se recolectaron muestras de
sangre ¥ analizaron los sueros por ELISA para anticuerpos contra ¢ada antigeno. No se incluyé un
grupo céntro! en este estudlo,

Para Ios tres antigenos, las respuestas de anticuerpos aumentaron ¢on la dosis de antigenos
admmlstrados y el efecto se mantuvo hasta el dia 182. Para los tres antigenos, fue evidente un
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