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Conclusion

DEAE-Sepharose FF can be used at least 10 times for the purification of poliovirus with
retention of purity and yield.
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Apéndices

Apéndice 1; Comparacion del resumen de resultados analitices para los lotes
producidos con CRM a escalas de 700 y 1500 litros

En la tabla 3, se incluyen los datos de analisis de lotes de mezclas monovalentes
fabricadas con CRM a ambas escalas. En esta tabla, se muestra lo siguiente:

+  Las especificaciones actualmente aprobadas (subrayadas).

*  Los resultados de todas las mezclas fabricadas entre 1997 y 2000 a una escela de 700 litros
(18 lotes de virus poliomielitico tipe 1, 11 de tipo 2 y 18 de tipo 3).

* Losresultados de 9 lotes (3 de cada tipo) fabricados a una escala de 1500 litros.

El aumento en el volumen de cultive da como resultado un mayar rendimienio de las mezcias
monovaientes de tipe 2 y 3, El rerdimiente de la mezela monovalente de tipo 1 a una escala de
1500 litros es aproximadamente similar al rendimiento de la escala de 700 fitros. Una
explicacion posible para la falta de aumento en el rendimiento del tipe 1 es la densidad celular
relativamente baja del cultivo en la escala de 1500 litros en comparacidn con la de 700 litros. Si
bien la concentracién celular general por mililitro de 128 cultivos de produccion a una escalz de
700 litros antes de la inoculacidn del virus de siembra es 497 x 10° células/mi (50 - 1000 x 10
células/ml), la concentracién celular promedio a una escala de 1500 litros fue 164 x 18
células/ml (con un margen entre 104 « 315 x 10° ¢élulas/ml), en comparacion con un promedio
general de 357 x 10° para los 9 cultives a gran escala. Aunque un recuento celular de 164 ¢s més
bajo de lo que se podria esperar a primera vista, se encuentra dentro de los mérgenes para
cuitivos cefulares a una escala de 700 litros (n=128). Ademds, las células se derivan de rifiones
de monos y, en consecuencia, tienen una variabilidad natural en cuanto a la capacidad de
multiplicacion, Solo se puede considerar pura coincidencia que este recuento celular
relativamente bajo se haya observada en cuitivos de produccién preparados para la
multiplicacidn del virus tipo 1 v, por tanto, no depende del virus. Ademas, no se observaron
diferencias de importancia en los pardmetros que controlan la calidad de la cosecha del virus
tipo 1, tales como el tftulo viral, el contenido de antigeno D/nitrégeno proteico v la proporeién
E260/E280, lo que indica que [a fermentacién a escalas de 700 y 1500 Litros es comparable,

Todos los resultados de las mezelas monovalentes fabricadas a una escdla de 1500 litros se
encuentran dentro de los mdrgenes observados para las mezclas monovalentes fabricadas a una
escala de 700 litros, & excepeion del contenido ligeramente mas alto de formaldehido en los otes

a escala de 1500 litros, por motivos que se desconocen, que, sin embargd, séencuentra dentro de

las especificaciones aprobadas. La importancia de esta diferencia

estigaciangs Farmacauting
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es muy limitada, ya que ¢l contenido de formaldehido se formula segiin la cantidad necesaria

durante la produccién del granel final de vacuna antipoliomielitica per adicién de formaldehido.

Tabla 5: Datos de andlisis de los lotes fabricados a escalas de 700 v 1500 litros, producidos con CRM

Control durante el proceso/Prueha Requisito Lotes fabricados a una Lotes fabricades & una
de control de calidad escala de 700 L, margen escala de 1500 L,
Mezcla monovalente tipo 1
Tamaiio del lote (dosis) 880.000 770.000
ntenido de antigeno D /ml) 1250-3140 12756-2673 1405-2255
Inactivacién cumple cumple cumple
Contenido de formaldehide (mM) =2 2,50-2,13 2,80-3,11
Actividad especifica (UD/mgPN) >300.000 333.000-1.359.000 502.,000-545.000
Contenido de endotoxinas (Ul/mi) <,125-4 <0,25
Albumina de suero bovino {ng/ml} <§,2-<50 <25-<50
pH 6,82-7,02 6,80-6,89
Osmolaridad (mosmol/kg) 375-411 415-421
Mezcla monovalente tipo 2
Tamatio del lote {dosis) 1.200.000 2.440.000
Contenido de antigeno D (UT/mi) 430-1480 771177 953-1160
Inactivacién cumple cumple cumple
Contenido dg_formaldehido (m) ) 2,48-2,70 2,72-2,77
Actividad especifica (UD/mgPN) >100.000 133.000-178.000 131.000-213.000
Contenido de endotoxinas {UT/ml) <(,125-1 < 0,25-2,930
Albimina de suero bovino (ng/mi) < §,2.< 50 <325-< 50
pH 6,80-6,95 6,81-6,84
Osmolaridad (mosmol/kg) 389-429 \ 362-414
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Control durante el proceso/Prueba Requisito Lotes fabricados a una Lotes fabricadoes a una
de controt de ealidad escala de 700 L, margen escala de 1500 L,
Mezela monovalente tipo 3
Tamafo del lote (dosis) 660.000 1.480.000
Contenido de antigeng D (UD/mi} 520-2220 894-1814 1482-1832
Inactivacion cumple cumpie cumple
Contenido de formaldehido (mM >2 2,47-2,16 2,67-2 96
Actividad especifica (UD/mgPIN) >250.000 251.000-682.000 326.000-408.000
Contenido de endotoxinas (UT/ml) < 0,125-0,625 <(,25
Alblimina de suero bovino (ng/ml) < 6,3-< 50 < 25-<30
pH 6,80-7,03 6,85-6,91
Osmolaridad (mosmol/kg) 374-418 373-391
Jina Beiay
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Apéndice 2: Consistencia en la produccién de lotes fabricados con CRM a una
escala de 700 litros

La validez del proceso de produccidn con CRM se demuestra por la consistencia de los
resuitados de 5 lotes de produccidn de mezclas monovaientes a una escala de 700 litros.

Tabla 6: Consistencia en la produccién de mezclas monovalentes de la VPI fabricadas con CRM a una

— escala de 700 litros _ .
Fecha de inicio 07-09-1995 21-09-1995 02-11-1995 i6-11-1995 11-01-1996

{perfusién de rifiones)

Mono

~Cant.. 3 14 is 16 ]
Prueba de ausencia de -
anticuerpos;
-S4l aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
- Herpes B: aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
- Virus espumoso: aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada

Cultivos celulares

Codigos de cultives primarios y  S5uc-1062- 95uc-1063- 95uc1068- 95uc-1071- 96uc-1074-
secundarios: 95uc-1063  O5uc-1066  95uc-1069  95uc-1072  96uc-1075

Cédigo de cultive celular de  95uc-1064 95uc-1067 95ue-1070 95uc-1073 S6uc-1076

prueba:
— Prueba de ausencia de M. aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
tuberculosis:
Duplicaciones celulares G4 10,5 9,7 9,9 9,2
Prueba de ausencia de aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
micoplasmas;
aprobada aprcbada aprobada aprobada aprobada

Prueba de ausencia de agentes

extrafios: /_\
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Fecha de inicio 07-09-1995  20-09-1995  {2-11-1995 16-11-1995 11-61-1996
{perfusidn de rifiones)

Prucha de ausencia de aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
tumorigenicidad:

Prueba de esterilidad: aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
Cosecha de virus de mezcla monovalente

Cédigo de mezela monovalente: PU95-1280  PUS5-1281 PU95-269 PU95-3401 PUY6- 1282
Prucha de ausencia de herpes B y aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
otros virus:

SV40 y otros virus; aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
Vieus LCM: aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
Contenidoe de nitrdgeno proteico 4 pgiml 5 ug/ml & pg/ml 3 pefml 4 pgml
{pN):

Actividad especifica (UD/mg 494 250 415.600 125.000 395.000 518.500
nitrégeno proteico):

Prueba de esterilidad: aprobads aprobada aprobada aprobada aprobada
Titulacién del virus (log 8,97 9,44 9,60 860 | 9.44
CCIDg/ml)y:

Prueba de identidad: tipo tipo 1 tipo 2 tipo 3 tipo }
Prieba de inactivacion efectiva: aprobada aprobeda aprobada aprobada aprobada
Prueba de antigeno D (UD/ml) 1977 2078 730 1185 ' 2074
Prucba de esterilidad: aprobada aprobada aprobada aprobada aprobada
Prueba de contenide de .80 2,61 270 - 258 - 2,65
formaldehido (mM):

N ]
AlF SA
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Mezclas monovalentes de la vacuna

antipoliomielftica inactivada,
Bilthoven Biclogicals B.V.

3.2.58.4.2, Procedimientos analiticos

Las descripciones de los métodos de prueba se incluyen en los siguientes documentos:

1. Determinacidn del antigeno D/identidad del poliovirus {prueba del antigenc D)
IPVV,32.5.42 Antipeno D

2. Inactivacion
IPVYV,3.2.5.4.2. inactivation

3. Esterilidad
1PVV,3.2.5.4.2, Esterilidad

4. Concentracion de formaidehido
1PVV.3.2.8.4.2, formaldehvde concentration

CALIF SA
ra, Bernarda Belay
Co-Directora Tgcnica

DN 29378925







Moédulo 3. Calidad
3.2.8 PRINCIPIO ACTIVO TPV/NC/AR/09-12
Mezclas monovaientes de la vacuna

antipoliomielitica inactivada,
Biithoven Biologicals B.V.

Pégina 1 de |

3.2.5.4.1. Especificacion

Especificaciones del principio activo

Tabla 1: Especificaciones de las mezclas monovalentes de la vacuna antipoliomielitica inaciivada

(VPI)
Especificacion Reguisito
Contenido de antigeno D
- mezela tipe 1 1250-3140 UD/ml
- mezcla tipo 2 430-1480 UD/m!
- mezcla tipo 3 520-2220 UD/mi
Inactivacion pasa la prueba
Esterilidad pasa la prueba
Formaldehido >2mM

Se ha demostrado el cumplimiento con la prueba de deteccion de toxicidad anormal. De acuerde con
ia Farmacopea Europea, por lo tante, no se incluye una especificacion para la toxicidad anormal,
El proceso de purificacion ha demostrado reducir de manera constanle el contenido de ADN de
células Vero a no més de 100 pg por dosis tnica para humanos. De acuerdo con la Farmacopea
Europea, por Jo tanto, no se incluye una especificacion para el ADN residual de céluias huésped.

AlF SA
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3.2.5.4.2, Procedimientos analiticos

Conceniracidén de formaldehido

El métado para determinar ia conceniracion de formaldehido se basa en la prueba de fa
Farmacopea Eurcpea para el formaldehido libre,

Para medir la concentracidn de formaldehido, se utiiiza un ensayo fotométrico. La
acetilacetona reacciona en una solucién ligeramente 4cida (pH 6) con formaldehido y se
produce un compuesto de color amarillo. La intensidad de color del compuesto amarillo se
determina por espectrofotometria a 415 nm.

La soluci6én de muestra, Ia solucidn de referencia, la muestra de reaccion colorimétrica y
agua (blanco) se mezclan con reactivo de acetilacetona (0,5 ml de acetilacetona en 250 ml
de solucién amortiguadora de acetato, con 150 g de acetato de amonio y 3,0 m! de una
solueidn 100 % de dcido acético por litro de agua} y se incuban a 37 + 1 °C durante 50
minutos. Después de dejar enfriar a temperatura ambiente, la absorcion se mide 2 415 nm
dentro de 1os 30 minutos del enfriamiento. Calcule el contenido de formaldehido utilizando
la abscreidn de la muestra, ¢l blanco, la muestra de cerreccion de color y la curva de
calibracidn. La curva de calibracion se utiliza durante un maximo de tres meses.

La prueba es valida cuando la absorcion de la solucién en blanco deberfa ser < 0,010y {a
absorcidn de la solucién estindar deberfa estar dentro de la desviacion estdndar de 3x de la
absorcién promedio de todas las pruebas validas anteriores.

DNI 26378825
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3.2.5.4.2, Procedimientos analiticos

Inactivacion

La investigacidn que se describe mas abajo cumple con los requisitos expresados en el anexo
2 de Ia Serie de Informes Técnicos N.” 673 (1982) de la Organizacidn Mundial de |z Salud
(OMS) y equivale a la prueba de inactivacidn efectiva descripta en la monografia (0214)
para la vacuna antipoliomielitica (inactivada) de la Farmacopea Europea. Los requisitos de
la OMS describen muestras de 500 ml que corresponden 2 1500 dosis para humanos/mil.
Este requisito se basa en {a vacuna fradicionalmente producida.

Puesto que el método de produccion en el Instituto Holandés de YVacunas {NVI) incluye un
paso de concentracidn de la suspensidn del poliovirus antes del inicio del proceso de
inactivacién, las muestras de 500 ml contendrian demasiadas dosis para humanos. Por la
tanto, s& toman muestras mas pequeilas, equivalentes a 1500 dosis para humanos, v se
diluyen en 1800 ml de medic nutritive, de modo de poder aplicar e métedo de la OMS. La
equivalencia del métoda del NVI con los requisitos de la Farmacopea Europea se pueden
demostrar de la siguiente manera.

i.a monografia {0214) sobre la vacuna antipoliomielitica (inactivada) de la Farmacopea
Europea requiere, por un lado, una muestra de 1500 dosis para humanos, que se pueden
diluir, con un factor méaximo de 1:4. Por otro lado, el 4rea de la capa de células deberia ser,
como minimo, de 3 cm’ por mililitro de indculo.

En la muestra del NVI, el tamafio de la muestra se caleula sobre 1a base de las unidades de
antigeno D de la mezcla trivalente y se toma una muestra equivalente a 1500 dosis para
humanos. Esta pequefia muestra se diluye en 1800 ml de medio nutriente. Alicuotas de

120 ml, cada una con 100 dosis para humanos, se incuban en 15 frascos de cultivo celular,
cada uno de los cuales contiene una monocapa de 300 cm?, 1o que da como resuitado —
similar a los requisitos de Ja Farmacopea Europea— un drea de 3 cm® de cultivo celuiar por
dosis para humanos,

Un calculo que se basa en las unidades de antigene D (UD) en diversas mezclas
monovalentes, producidas con células CRM, demuestra la misma similitud entre los
requisitos de Ia Farmacopea Europea y la implementacion de la prueba por parte del NVI
(consulte la tabla).

ra. Bernarda Belay
Co-Direclara Tegnica
.M. 5,148
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3.2.8.4.2. Procedimientos analtticos

Tabla 6: Comparacién de la prueba de la Ph. Eur. v la prueba del NVI para la inactivacién

Requisitos de Ia Unidades deCantidad Cantidad Velumen Area  necesaria Capn def
Ph. Eur. antigeno Dnecesaria  denecesaria de dela de ¢élulas (em®)  céluins
(UD) por dosis dosis uD muesira Ub/em’
Tipo 1 40 1500 50000 1300.x. 4300 13,33
DH
Tipo 2 8 1500 12000 1500.5 4500 2,67
DH
Tipo 3 32 1506 48000 1500.x, 4500 10,67
DH
Métode del NVI Conc. Unidades deCantidad Cantidad Volumen Conc. tras UD por frasce deCapa del
cosecha  antigena Dnecesaria  denecesaria  de dela dilucidn en3em’ {120 m! oglglns
tonovale (UD) por dosis  daosis up muestea 1800 ml en cadd uno de (e
nte {ml} (¥D/ml) los 15 frasces)
{UD/ml)
Tipo I
PU91306 2498 40 1500 60000 24 27 4000 13,33
PUYg1367 1278 40 1500 60000 47 27 4000 13,33
PL/91308 2184 40 1500 60000 27 27 4000 13,33
PL913I0 1725 40 1500 50000 33 27 4000 13,3
PU9s13ll 2149 40 1500 60000 28 27 4000 13,33
Tipo 2:
PL99280 782 8 1500 12000 15 5 800 2,67
PU99281 806 8 1500 12000 15 5 800 2,67
P/99282 T77 8 1500 12000 15 3 300 2,67
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3.2.5.4.2. Procedimientos analiticos

Métedo del Conc. U“i_d“de“’ de Cantidad  Cantidad Volumen Conc. tras U por frasco Capa del
NVI antigeno D R

cosecha (UD) por necesarix denecesaria  de  dela dilucién ende 300 em’ cilulas UDJem®

d 1 .

monavale o dosis uD muestra 1800 ml (120 ml en cada

nte (ml) (U/ml) vno de lJas 30

{(UD/ml) frascos)

Tipo 3:
PUSE 3414 2040 32 1500 48000 24 21 3200 10,67
PUII42 1289 32 1500 48000 37 21 3200 18,67
PU993423 894 32 1500 48000 54 21 3200 10,67
PUI0I424 1236 32 1500 48000 39 21 3200 10,67
PUGO3436 1111 32 1500 48000 43 21 3200 10,67
PUOO3427 1465 32 1500 48000 33 21 3200 10,67
PUOGI428 1340 32 1500 48000 36 21 3200 10,67
PUO03429 1602 32 1500 48000 30 21 3200 {067
Objetive

El objetivo de la prueba es controlar la completa inactivacion del poliovirus,

Materiales
+ Frascos de cultivo cefular con una monecapa de células Vero,

+  Solacién amortiguadora de Hank, con 0,1 % de solucidn antibidtica.
+ Medio de cultivo; medio de Eagle con 2% de suero fetal bovino, 1% de

antibidticos y 1 % de glutamina.

Descripcion del método
* Cada muestra contiene el equivalente a 1500 desis para humanos sobre la base del

contenido de antigeno D. Cada muestra se diluye en 1800 ml de medio de cultive
(suplementado con medio de Eagle).

+ Los frascos de cultivos celulares con una monocapa de 300 cm® de células Vero se

enjuagan con solucién amortiguadora de Hank,
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» A cadauno de 15 frascos de cultive celular, se agregan 120 ml de la muestra diluida.

+ A2 delos frascos de cultivo celular se agregan solo 120 ml de medic de Eagle
supiementado. Estos frascos sirven como controles no incubados,

+ Todos ios frascos se incuban en un incubador a 36 £ 1 °C.

« Después de 7, 14y 21 dfas, los frascos se examinan con microscopio para detectar
ECP/virus poliomielitico.

+ Después de cada evaluacidn, se toma una muestra def medio de cultivo (scbrenadante).
« Después de cada evaluacidn, se agrega medio de cultivo nuevo a los frascos.

+ Eneidia 21, los frascos se exponen al tipo de virus que se investiga,

« Las muestras de ios sobrenadantes se cultivan durante 14 dias en medio de cultiva
{36 & 1 °C). En los dias 7 y 14, los frascos se controlan con microscopio para determinar
la presencia de ECP/virus poliomielitico.

Interpretacidn de resultados

Si existen sospechas de efecios citopatoldgicos, se debe investigar para lograr una mejor
identificacion,

Requisitos
En uno de los cultivos inoculados, se aceptan desviaciones con ECP que indiquen la
presencia de virus vivo, '

ernarda Befay
Co-Clirectors Tecnics
Yi.N. 15,148
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3.2.8.4.2. Procedimientos analiticos

Esterilidad

La esterilidad se lleva a cabo de acuerdo con la Farmacopea Europea.

1Limarda Belay
Soe-Lingzetora Tacnics
L 15,148
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3.2.5.4.2. Procedimientos analiticos

Determinacién del antigeno D del poliovirus (prueba del antigeno D)

El contenido de ant{geno D se determina con el método inmunoquimico (ELISA) descripto en la

Farmacopea Europea.

El ensayo consiste en un procedimiento de 5 pasos:

1.

Los pocillos de un sistema de microprueba se cubren con antisuero bovine contra el
tipe especifico de poliovirus.

El antigeno del tipo especifice de poliovirus sc adhiere a los pocillos recubiertos.
Los anticuerpos monoclonales de ratones contra el tipo especifico de poliovirus se
unen al antfgeno adherido,

Los conjugados de oveja antiinmunoglobina de ratdn marcados con peroxidasa se
achieren a los anticuerpos monocionales de ratdn.

La tetrametilbencidina (TMB) es un sustrato para la peroxidasa ¥ produce una

reaccidn colorimétrica.

Para la prueba se utilizan los siguientes materiales de referencia:

+ Estdndares de referencia de polio con virus poliomielitico tipa 1, tipo 2 y tipo 3,
(Consulte ¢l Mddulg 3.2,8,5.0, refarencia).

* Lote final de la VP, iote VPI 785 B o equivaiente {para el seguimiento de tendencias).

Para la prueba también se utilizan los sipuientes maferiales:

» Bovino contra ¢! poliovirus tipe 1 {fuente: RIVM)
» Bovino contra el poliovirus tipo 2 (fuente: RIVM)

* Bovino contra el poliovirus tipo 3 (fuente: RIVM)

CAIF SA

(recubrimiento de las placas)
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Anticuerpos monoclonales contra el poliovirus (MoAb): Contra el virus poliomielitice tipo

1, tipo 2 o tipo 3 (Consulte el Modulg 3.2.5.5.Ab).

{reaccidn con el antigeno D)
+ Conjugado: de oveja antiinmunoglobina de raton, marcado cor peroxidasa de rabanc
{reaccidn con anticuerpos menoclonales contra el poliovirus tipo 1,2 v 3),
* Scluciones amortiguadoras y diluyentes;

PBS 0,01 M, pH 7,2 (dilucién de antisuero bovino contra ¢l poliovirus para el recubrimiento)

PBS 0,01 M, pH 7,2 + 1 % BSA (solucién amortiguadora de blogueo)

PBS 0,01 M, pH 7,2 + 0,005 % ‘Tween (dilucién de antigenos de polio)

PBS 0,01 M, pH 7,2+ 0,005 % Tween + 1 % BSA (dilucion de anticuerpos
monoclonales y de conjugados)

PBS 0,61 M, pH 7,2 + 0,05 % Tween (solucidén de lavada)

+ Solucidn de etrametilbenciding (TMB)

+ Hp80,(0,2 M)

Para el antisuero bovino contra el poliovirus, los anticuerpos monoclonales y los conjugados,
la dilucién practica real s¢ determina mediante una curva de respuesta segiin Ja dosis cada

vez que se utiliza un nuevo jote,

ONT 29378923
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Procedimiento ELISA:

Las muestras se someten a pruebas junto con una preparacién de referencia para establecer
una linea de calibracidn.
1. Recubrimiento y bloqueo de las placas

Los pocillos de las placas se cubren con antisuero bovino contra el tipo especifico de
poliovirus y se incuban durante la neche a temperatura ambiente. Las placas se lavan con
solucién de lavado, Luego, las placas se bloquean con solucién de blogueo y se incuban,

como minimo, durante 30 minutos a 37° vy se vueiven a lavar.

2. Preparacién dei late final de la VPI (muestra para el seguimiento de tendencias),

estandar de referencia de poliovirus y muestras:

El esténdar de referencia de poliovirus se diluye 25 veces y la muestra de tendencias del Jote
final de la VPI se diluye 2 veces. Las muestras se diluyen a una concentracién equivalente el
estandar de referencia de poliovirus. Todas las muestras se diluyen con solucidn de dilucién

de antigenos. Todas las muestras se someten a pruebas por duplicado.
3. Incubacién de antigenos
Todas las muestras se diluyen con una serie de diluciones 1:2 en Ja placa ELISA, con una

hilera llena de solucién de dilucién de antfgenos como control negativo. La placa se incuba

durante 2 horas 2 37 °C y luego se incuba durante la nache a 5 °C.

4, Tncubacién monoclonai
Las placas se lavan con sofucion de lavado y fuego se incuban con anticuerpos monoclonales
de ratortes contra el tipo especifico de poliovirus durante 2 horas a 37 °C,

5. Incubacién de conjugados
Las placas se lavan con solucién de lavado y luego se incuban con conjugados de aveja

antiinmunoglobulina de ratén, marcados con percxidasa de rdbano, durante 1 hora a 37 °C.

6. Coloracién de las placas

Argenima g2
Armaceuticas S.A,
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Las placas se lavan con solucién de lavado y la solucién de sustrato (TMB) se agrega a los
pocillos. Después de 10 minutos de incubacién, se agrega H2504 para detener la reaccién,

L.as absorbancias se miden a 450 nm.

Cdlculo

El célculo de la concentracién de antigeno D se realiza con el método de ajuste de 4
pardmetroes. Las concentraciones de antigeno D en las muestras se calculan en UD/m] y se
basan en los resultades de la curva de calibracion de referencia. El estandar de referencia de
poliovirus genera una curva sigmoidea con una zona lineal donde la concentracidn de
referencia se determina en relacion con las absorbancias obtenidas, Esta regién lineal se
utitiza para caleular la concentracién de antigeno D (UD/ml) en las muestras. Las
absorbancias de las muestras que gntran en esta regidn se convierien 4 concentraciones de

ant{geno D mediante el programa de caleulo KC Junior,

Criterios de validez

La concentracidn de antigeno D para cada tipo de poliovirus se calcula sobre Ia base de los

resultados de un ensayo valido.

El ensayo s vélido si se cumplen los siguientes criterios:

1. El coeficiente de correlacién de la linea de calibracién del estandar de referencia de
poliovirus y el lote final de 1a VPI (muestra de tendencias) es = 0,990,

2. El coeficiente de variacion del resultado final para el lote final de {a VPI (muestra dc
tendencias) es < 20 %.

3 El lote final de la VPI (muestra de tendencias} cumple los criterios del seguimiento de
tendencias. Por ejemplo:
- Elvalor esté dentro del drea de = 3 DE,
- Elvalor no debe sstar fuera del drea de + 2 DE en dos pruebas consecutivas,
- El'margen entre el valor aclual y el anterior ¢s menor de 4 DE,

- Elvalor no debe estar fuera del drea de + | DE en cuairo pruebas consecutivas.
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4, La desviacion promedio de los residuales {absorbancias del estdndar recalculadas

con la curva ajustada) debe estar entre -10 % y 10 %, con un margen méximo de

20 %.

L.a muestra de prueba es vélida si se cumplen los siguientes criterios:

L. El coeficiente de correlacién para cada muestra es > 0,990,

2. El coeficiente de variacion del resultado final promedio para las muestras es < 20 %,

Zompahi; brgeviting de
IVEStgecionss Farmaceuticas 5.4,
‘¢ Bernards Bealay
Apagerada

DRI 29378028
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1.2

Banco de células Vero

Introduccidn

El banco de células utilizado para la multiplicacion del virus de siembra es el banco de células
Vera de la Organizacién Mundial de la Salud {(OMS}, suministrado por la Coleccién Europea
de Cultivos Celulares Animales (ECACC, lote 10-87, pasaje 134) en 1990, Este lote se
considera la semilla celular para la fabricacién del bance celular maestro y de trabajo. La linca
de células Vero es una linea celular continua (LCC) aislada del rifién de un mono verde
africano (Cercophitecus aethiops) a principios de los afios sesenta. El aislamiento, la
fabricacidn y la caracterizacion se describen en la seccién 1.2 mas adelante.

Este lote se subcultivo dos veces en el Instituto Nacional de Salud Publica y Proteccidn
Ambiental (RIVM) de los Palses Bajos, en cultivos monocapa en MEM de Eagle suplementado
con aminodcidos no esenciales, suero de ternera, suero fetal de ternera y antibidticos. Treinta
ampoilas de este subcultivo, con 10 x 10° células cada una, se congelaron a =135 °C después de
agregar 5 % de DMSO. Estas ampollas se han utilizado para preparar el banco celular maestro
y el banco celular de trabajo correspondiente. Se han realizado pruebas de esterilidad v
viabilidad de este lote. Los requisitos y la preparacién del banco celular maestro y de trabajo se
describen en las seceiones 1.3 y 1.4, respectivamente,

Lote 10-87 dei banco de células YVero de la OMS como semilla cefular

Alslamiento y fabricacién

Loa linea de céiulas Vero fue aislada en 1962 por los doctores Yasumura y Kawakita o pariir
de cultivos del mong verde africano (Cercopithecus aethiops) que se hablan transformado
espontaneamente en una linea celular continua. .

En mayo de 1979, la OMS recibié a través de ATTC una ampolla de células Vero en el nivel de
pasaje 124 (LCC 81), que sirvid para preparar un sistema de banco de células. En junio de
1979, se prepard una semilla primaria con nivel de pasaje 129. En septEmh cfoggljr%de 1987,

rfompihis Argenting de

ps Farmaciuticas S.A.
% Barsarda Belsy
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& partir de csta semilia, se prepar6 el banco de células Vero N.? 87-10 de la OMS con
nivel de pasaje 134. Este banco de células se distribuyd a través de ATTC y de la
ECACC, mediante la cual el RIVM recibié una ampolla en 1990. La informacién sobre
la preparacion de este bance de células y sobre los resultados de pruebas con este lote
se incluyen en el apéndice IPVV.3.2.8.2.3: Banco de células de la OMS, de este
mddulo. Los resultados de las pruebas de tumorigenicidad se incluyen en el apéndice
IPVV.3.2.5.2.3; Tumorigenicidad del banco de células Vero y en el Mdédulo 3.3;
Referencias bibliograficas (Van Steenis, 1982; Levenbook, 1984).

Caracterizacidn

La OMS empezd un exhaustivo programa de pruebas de control de calidad para el banco de
células Vero de acuerdo con los “Requisitos para sustancias biolégicas, N.° 377 (Seric de
Informes Téonicos de la OMS, N.° 745, 1987}

En 1989, el Comité de Expertos en Estandarizacion Bioldgica de la OMS resumis y analizéd
todos ios resultados y concluyd que la semilla de células Vero era un sustrato aceptable para la
produccidn de material bioldgico (consulte el apéndice IPVY.3,2,8.2,3; Sustrato de células
Vero de la OMS), '

Ei Centro de Evaluacion Biologica e Investigacién (CBER) de la Administracion de Drogas v
Alimentos de ios Estados Unidos (FDA) también considera que las células Vero son un
sustrato aceptable para la produccion de células virales, siempre que las células Vero intactas
residuales se eliminen de los productos {consulte el apéndice TPVV.3.2.5.2.3! Sustrate de
células Vero de 1a OMS),

1.3 Bance celular maestro (BCM)

1L3.1 Especificaciones del banco celular maestro

Tabla 1; Especificaciones del banco celular maestro utitizado

Especificacién Método Reguisite —--mmmm—‘]l
|
Esterilidad Csterilidad Ningln crecimiento ;
, , _ . i
Micopiasmas Micoplasmas Ningtn crecimiento de i
piceplasmas , E

e LA T

Comp}fin Argenuna de
investigaciodes Farmacéunicas S.A.
Bernards Belzy
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Agentes extrafios
- ECP
- HAD

- Células de rifién de
congjo
« Células Vero

= Celulas de
Cercopithecus
« Células MRC3

Prueba de deteccidn de agentes
extrafios

Especificacion Método Requisito

Morfologia Morfologfa por microscopfa Células Vero
electronica (ME) de

ldentidad Identidad/pureza por analisis Células Vero ‘
de huella genética de ADN

Identidad Andlisis de {soenzimas Células Vere

Ningun efecto citopaiogénico

No se detecta hemadsorcion

No se detecta ¢l virus del herpeg B
No se detectan agentes extrafaos
No se detecta SV40

Nao se detectan agentes exirafios

Se deben realizar las siguientes pruebas en un nivel de pasafe mds alto

Cocuitivo

- Prueba en ratones
lactantes

- Prueba en ratones
aduitos

- Prueba en céiulas de

Cercopithecus

- Prueba en huevos LPE

Cocultivo

« Prueha en ratones lactantes
- Prueba en ratones aduitos
- Prueba en huevos LPE

- Prueba en células de
Cercopithecuis

No se detectan virus externos

No se detectan virus externos
No se detectan virus externos
No se detectan virus externos

No se detectan virus externos

Se deben reallzar los siguientes pruebas en un nivel de pasaje 136

N\

CAIF
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Especificacion M¢étodo Requisito
Retrovirus: Retrovirus; No se detectan retrovirus
- Transcriptasa inversa - Ensayo de transcriptasa

inversa potenciada por el
producto (PERT)

- Microscopia electronica  _ Morfologfa por microscopfa

electrdnica de transmisidn

Agentes extrafios: VIS RCP No se detecta VIS
Agentes extrafios: STLV ~ RCP No se detecta STLV
Tumorigenicidad {in vivo)} Prueba de tumorigenicidad Cumple con la Ph, Eur,

* E1 BCM tiene un nivel de pasaje 141 y ¢l banco celular de trabajo tiene un nivel de pasaje 143, La
preduccién tiene un méximo de 3 pasajes. El pasaje 156 se puede considerar un nivel alto de pasaje,

Antes de su uso, la vizbilidad del BCM se monilorea mediante el recuento de la cantidad de
células vivas después del descongelamiento en relacién con la cantidad de células presentes
antes del almacenamiento, Esta viabilidad debe ser del 50 % como minimo.

1.3.2 Pruebas de control del banco celular maestro

Esterilidad

Consulte ef Médulo 3.2,5.4.2: Procedimicntos analiticos. Dos recipientes o el | % del banco
de células se someten a pruebas en un minimo de 10 m] de cada medio,

Micoplasmas

Consulte el Médulo 3.2.8.2.4: Conlirol de pasos criticos y productos intermedies.

CALF
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