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4.3 Procedimiento de control 9110.115: Ensayo de seguridad de vacunas de virus en rat§
y lactante

E] Procedimiento de Control (CP) 9110.115 describe una Ensayo de pureza in vivo para la deteccion de
agentes extrafios. Esta Ensayo requiere la inoculacion de ratones adultos y !adtantes, con vacuna a
granel o productos intermedios del granel, a fin de confirmar la ausencia de agentes virales infecciosos.

Esta Ensayo no ha sido validada debido a que los parametros de validacion tipicos no pueden aplicarse
significativamente a Ensayos in vivo, como la descrita en el CP 9110.115. Siguiendo la Politica
Corporativa 9 de Merck & Co., Inc (Merck); esto es, la Politica Mundial de Merck sobre Cuidado y Uso de
Animales, la compafiia apoya la investigacién de metodologias de Ensayo alterativas, cientificamente
validas, y reduce al minimo el nimero de animales para investigacién al emplear alternativas
clentificamente validas que no contemplen la utilizacién de animales cuando sea posible. En
consecuencia, en lugar de la validacién, el procedimiento ha sido revisado confra requerimientos y -
lineamientos regulatorios de todo el mundo (Tabla 18) para asegurar 8l cumplimiento a todas las
regulaciones pertinentes.
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Tabla 18: Ensayo de seguridad de vacunas de virus en ratén adulto y lactante: comparacion con
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los requerimientos y lineamientos regulatorios de todo el mundo

Pardmetro

CP9110.1152

Ph. Eurt

21 CFRe
(630.35)

Numero y tipo de animal

ratones adulios = 20

ratonas lactantes 2 20

(<24 horas de edad, de 2
camadas)

ratones adulos 2 10
ratones lactantes 2 20

control negativo = 3 adultos
control negative 2 5 lactantes

control negativo: N/Ad

igual que CP 9110.115
8xcepto que no se menciona
el controf negativo,

Subpasaje si as necesario:
adultos =5

Subpasaje: si 85 ngcesario
ratones adulios 2 5

Subpasaje: si es necesario,
igual que en CP 8110.115

lactantes =5 ratones lactantes 2 5

Pasaje clego: sobrevivientes | N/A Pasaje ¢iago:

dal grupo de lactantes original, igual que en CP 9110.115
mismos pardmetros

Rango de peso

ratonas adultos = 16-20 ¢
ratones lactantes: N/A
{<24 horas de edad)

igual que CP 8110.115

lgual qus CP 9110.115

Via y volumen inyectado
{por animal)

ratones adultos:
0.05 mt intracerebralmente
0.5 ml intraperitonealmente
ratones lactantes:
0.01 ml intracerebralmente
0.1 ml intraperitonsalments

igual que en CP 9110.115

lgual que en CP 8110.115

Etapa del producto en la

ratones adultos = 21 diag

Lote de semifia de virus-

Graneles de vacuna de virus

patologica atbuible a Ia
muestra de la Ensayo.

Engayo ratones laotantes = 14 dlas {madre y de trabajo) L o
Dias a Ensayo ratones adultos = 21 dlas lgual que en CP 8110.115 lgual que en GP 9110,115
ratones lactantes = 14 dlas
Ensayo Inicial, subpasaje vy
pasaje ciego: satisfactorio 8i =
80% de los ratones sobreviven
Ensayo vélida y | el perfode de observacion y | fgual que en CP 9110.115 Igual que en CP 8110.115
parimetros de | ningdn  animal  muestra
aprobacidn/fracaso gvidencia de una condicion

*CP: Procedimiento de control
bPh, Eur.: Farmacopea Europea

SCFR: Cddigo de Regulaclones Fedarales

dN/A: No aplica

Conclusiones

El CP 9110.115 satisface los requerimientos de la Farmacopea Europea (Ph. Eur.) y del Titulo 21 del
Cédigo de Regulaciones Federales (CFR) 630.35 Estandares para vacunas virales - Ensayo de
seguridad. Los requerimientos establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),

Requerimientos para sustancias bfologlcas No. 47 (1994), especifican que para la Ensayo de seguridad
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otros lineamientos. El granel sonicado y preclarificado, la semilla de
almacenamiento sonicada y la semilla madre sonicada se consideran como aptas para us
muestras en el CP 9110.115.

44  Procedimiento de control 9110.117: Ensayo para micobacterias in vitro

El Procedimiento de Control (CP) 9110.117 describe una Ensayo de pureza in vitro para la deteccion de
agentes extrafios, que se emplea para verificar la ausencia de contaminacion por micobacterias,
incluyendo Mycobacterium tuberculosis, en productos intermedios de granel y vacuna a grane.

l.a Ensayo para Mycobacterium tuberculosis es un método de Ensayo compendial, consistente con fa
Farmacopea Europea (Ph. Eur.), la Farmacopea de Estados Unidos (USP)y el Cédigo de Regulaciones |
Federales de Estados Unidos (CFR). En consecuenci'a, no se evaluaron por completo los parametros de
validacién. La validacion de este ensayo fue culminada por un proveedor calificado y consistié en la
calificacion de la muestra de semilla de almacenamiento sonicada, de acusrdo con el Procedimiento de
Control de Merck & Co., Inc. (Merck). El grane! preclarificado y sonicado, el banco de células de trabajo
del fabricante (MWCB) y la semilla madre preclarificada y sonicada se calificaron mediants equivalencia
con esta muestra.

En la [Tabla 18] se lista un resumen de cada parémetro evaluade durante la validacion de! método. Los
parametros abordados en el ensayo fueron especificidad, precisién interensayo, limite de deteccién
(LOD) y repetibilidad. Durante la validacion de este ensayo no se evaluaron a exactitud, precision intra-
ensayo, limite de cuantificacion (LOQ), linealidad, rango y robustez.
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Tabla 19: Resumen de los resultados de validacion para el procedimiento de control 91 10 117:
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Ensayo para micobacterias in vitro

Especificidad

recuperarss.

Parametro de validacion Criterios de aceptacion Resultado exacto
Las tres cepas de micobacterias, usadas en | Se  inocularon Mycobacterium  phigi,
la cuantificacion de las muestras, deben | Mycobacterium  tubercufvsis H37Ra y

Mycobacterium avium a s 1000 ufea y se
1ecuperaron en el medio para Ensayo en la
presencia de la muestra de granel
preclarificado.

Precision Intermedia
{Precisién inter-ensayo)

Los resultatios del control positivo deben ser
repetibles usando medio de crecimiento
aceptable.

Ei desempefio de los controles positivos fue
satisfactorio en las Ensayos usando 29 lotes
de medio en la presencia de distintas
muestras de Ensayo, incluyendo el grane!
preclarificado,

Limita da deteccion

Las micobacterias presentes en la musstra
a un nivel de 1000 ufc deben recuperarse
en el snsayo,

Mycobacterium  phlei,  Mycobacterium
tubsrculosls H37Ra vy Mycobacrerfum avium
s fnocularon a s1000 ufc y 8 recuperaron
en los medios de Ensayo.

El ansayo debe generar resultados similares
al ejecutarse bajo una variedad de

El desempefio da los controles positivos fue
satlsfactorlo en las Ensayos usando 29 lotes

Repetibilidad condiciones, de medio en la presencia de distintas
muestras de Ensayo, incluyendo granel

preclarificado.

ayfc: Unidad formadora de colonia
Conclusiéon

El GP 9110.117 es un método de Ensayo microbiolégica valido para examinar muestras y comprobar la
ausencia de micobacterias, incluyendo Mycobacterium tuberculosis. El microorganismo Mycobacterium
phlsl se incluyd en la calificacién de la muestra, ademas de Mycobacterium tuberculosis H37Ra y
Mycobacterium avium, y se determind que tiene caracteristicas de crecimiento similares a las de
Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium phlei no es patogénico y es el organismo empleado como
control positivo para cada Ensayo de rutina realizada en la vacuna a granel. |

4.5 Procedimiento de control 9110,339: Procedimiento péra tincion H (Hoechst) para deteccion de
micoplasma.

E} Procedimionto-de Control (CP) 9110.339 describe una Ensayo de pureza in vitro para la deteccion de
agentes extrafios. Usando un sistema basado en cultivo celular, la Ensayo se lleva a cabo para confirmar
la ausencia de micoplasma en productos intermedios de granel y la vacuna & granel.

En la [Tabla 20] se lista un resumen de cada parametro evaluado durante la validacién del metodo. Los
parametros abordados en el ensayo fueron especificidad, precision inter-ensayo y repetibilidad. La
robustez, 1|m|te de cuantificacién {LOQY), limite de deteccion (LOD) Imeahdad y rango no se evaluaron

MERCK SHARF AnoHME x-\“tCB 1/1\19 /
\ ‘ WHCV SHARP & DUHME ARGENTI'NA NG,
A, MMm C“M&\ t}t\ﬂpms 4 {

ASUNTO& MED(Coa s OO TARA

MAT. N, s 523‘—&,915105

SRECTORM T ECNIG

MAWWLP\ FALIMNAL 124

i i S






& MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC.

durante la validacion del ensayo debido a la naturaleza cualitativa de este
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Tabla 20: Resumen de los resultados de la validacién para el Procedimiento de Control 9110.339:

Procedimiento para tincién H (Hoechst) para deteccion de micopiasma

Parametro de validacion Criterios de aceptacion Resultado exacto
. Los controles positivos de
. El control positivo debe mostrar " Myeoplasma hiorhinis
fluorescencia tipica del micoplasma. mostraron fuorascenoia
Especificicad . El control negafive no muestra tipica de asta cepa.
fluorescencia. . Las células sin inocular
- f{eontroles  negalivos)  no
- mostraron  evidencia . de
fluorescencia  tipica  de
. Mycoplasma hyorhinis,
Preclsion intermedia . La deteccién al 100% de 2100 UFFa | » Detaccién  consistents  de
{Inter-ensayo) de micoplasma por muestra tebe ser 2100 UFF de Mycoplasma
detectada en ensayos hyothinis en siete ensayos
Indapendientes.. Independiantes.

. Sin efecto sobre la confiabiiidad del | o Deteccion repetida de s100

ensayo para detectar 100 UFF de UEF de Mycoplasma hyorhinis
Repetibilidad micoplasma por mugstra, gn células MBC-5y RK-13.

. Evaluacidn ¢e la variabildad de | La variabilidad de téonico a
técnico a téenico y respecto al dia del téenico no tuve impacto
snsayo v la linea celular, ’ No hubo Impacto al cambiar

o] dia de lactura del ensayo

1JFE: Unidades formadoras de florescencia

Conclusién:

El CP 9110.339 es una Ensayo valida para confirmar la ausencia de micoplasma en la muestra de
Ensayo usando un sistema de Ensayo basado en célula. Se cumplieron todos los criterios de aceptacion
para la validacion de este ensayo.

48  Procedimiento de control 9110.527: Ensayo de hemadsorcién de células de contro! de
produccién - vacunas de virus vivo y hepatitis A ' '

E| Procedimiento de Control (CP) 9110.527 describe una Ensayo de pureza in vitro para la deteccion de
agentes extrafios. La Ensayo se usa para verficar la ausencia de agentes extrafios virales
hemadsorbentes en cultivos celutares de control para produccion.

En la [Tabla 21] se lista un resumen de cada pardmetro evaluado durante fa validacién dei método. Los
pardmetros de ensayo abordados fueron especificidad, precision inter-ensayo, repetibilidad y robustez.
Debido a la naturaleza cualitativa del ensayo, no se evaluaron la exactitud, limite de deteccion (LOD),
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limite de cuantificacion (LOQ), linealidad y rango durante la validacién de este ensayo. Tampoco se
evalud la precision intra-ensayo.

Tabla 21: Resumen de los resuitados de la validacion para el Procedimiento de Control 9110.527:
Ensayo de hemadsorcién de células de control de produccién, vacunas de virus vivos y

hepatitis A
Parametro de validacion | Criterios de aceptacion Resultade exacto
. Se observd HAd en los cultivos
. HAd2 an controles positivos de control positivo,
. Sin HAd an controles negativos » No se observé HAd en los

Especificidad

cultivos de control negativo

Precision intermedia
(Inter-ensayo) .

En los controles positivos la HAd
debe set consistente,

_No debe haber HAd en los controles

negativos.

Si se observa una respuesta HAd en
las Infecciones de contrel con virus
de varicela, ésta debe observarse de
manera consistente en todos los
experimentos,

El patrén observado en los cuitivos
positivo y negativo para HAd fue el
mismo en todos los experimentos.

Distintos técnicos deben obtener los mismos
resultados bajo las condiciones siguientas:

Se obtuvieron los mismos resultados, sin

Repetibilidad . Realizacion en diferentes | importar el laboratorio, los reactivos y el
faboratorios personal participante en la realizacion de
Realizacion en dias distintos la Ensayo
Realizacion gon distintas '
preparaciongs de GRb
. Se deben obtener ilos mismos | Se  obtuvieron los  mismos
resultados con preparaciones de GR resultados sin importar la adad
Robustes de distintas edades (frescas vy a 7 o 8l volumen de los GR

dias después de la preparacion) y en
diferantes vollmenes de GR en las
botallas rofier de produceién,
Optimacién de los buferes para
enriquecer el desampenio del ensayo
(no es parte del criterio de validacion
original)

empleados en la realizacién de
|a Ensayo. :
. La solusion salina amortiguada
gon fosfato sin magneslo y
calclo dio como resultado un
tesempafio Optimo del ensaye.

tHAd: Hemadsoreion
bGR: Glohulos rojos

Conclusion:

El CP 8110.527 es un ensayo validado consistente con los requerimientos regulatorios para probar
celulas de control, células de contrel de semilla de almacenamiento y células de control de semiila madre

empleadas en la produccion de-las.yacunas con virus de varicela-zoster (VVZ).
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4.7 Procedimiento de control 9110.551: Ensayo en placa para vacuna de varicela en cultivol 23
celulares MRC-5 para potencia, identidad y examen de fluido de control

E} Procedimiento de Control (CP) 9110551 describe una Ensayo para la identificacion y determinacion

cuantitativa del ingrediente activo. Esta Ensayo se usa para confirmar la identidad y determinar la

potencia de los productos intermedios del granel y la vacuna a granel.

En la [Tabla 22] se fista un resumen de cada pardmetro evaluado durante la validacion del meétodo. Los
pardmetros de ensayo abordados fueron especificidad, exactitud, precisién inter-ensayo, limite de
deteccién (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), linealidad, rango, repetibiiidad y robustsz. Durante la
validacion de este ensayo no se evalu la precisidn intra-ensayo.
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Tabla 22: Resumen de los resultados de [a validacion para el Procedimiento de Control 9110.551:
Ensayo en placa para vacuna de varicela en cultivos celulares MRC-5 para potencia, identidad y
examen de fluido de control

capacidad de dilucidn,

Pardmetro de validacion Criterio de aceptacion Resultado exacto

Especificidad Sin interferencia en la capacidad de dilucién | No se observd un efscto matriz en una
de las muestras en medio establhzador 0 de | serie de diluciones.
suspansién.

Exactitud La exactitud relativa es demostrada por la | Se demostrd una capacidad de dilucién

aceptable mediante una disminucién lineal
en las cuentas de placa que fue
proporcional al aumenfo en el nivel da
dilucion,

Precisién intermedia
(Precision inter-ensayo)

Variacion entre las réplicas y entre las
Ensayos caracterizada por el desempsiio
del estandar de referencia.

La variabilidad del estandar de referencia,
ensayada por mas de 2 afios, fue de 1.46-
1,56 veces.

Limite de dete¢cion

El limite de deteccién es ef titulo que
consistentemente genera por lo mencs 1§
placa en volumen ds indculo.

El {imite de detecmon para al ensayo 8s 3
UFP2/mi?

Limite de cuantificacién

El limite de cuantificacion es el titulo de
muestra sin diluir en el extremo Infarior del
rango de conteo de placa aceptable, o 20
placas por lamina de ensayo,

El imite de cuantificacién para ef ensayo es
200 UFP/mbb,

Linealidad

La propercicnalidad de la relacién entre la
ditucién v &l titulo.

La linealidad es 20-200 placas/lamina®.

Rango

Establacer los conteos superior @ inferior de
plagas para reduck la varlabilidad del
ghsayo.

El rango de conteo es da 20-60
placas/lamina,

Repetibliidad y robustez

La sstabilidad del ensayo no es afectada
por el cambio de lotes de los componentes
del ensayo 0 por camblar de operadores.

Los datos para el estandar de referencia
fligron consistentes durante un periodo de
3 Mo,

3UFP: Unidades formadoras de placa
bLos resultados de todas las placas & promedian para una diluelén determinada,

Conclusién:

El Procedimiento de Control 9110.651 es un ensayo validado, consistente con los requerimientos

regulatorios, para asignar la potencia y determinar la identidad del VVZ en vacunas de virus vivo, Toda la

vacuna a granel y productos intermadios del granel han sido calificados como muestras mediante este

metodo.
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4.8 Procedimiento de control 9110.582: Observacion microscopica de muestras de vacuna contra
virus a granel para ausencia de células intactas
El Procedimiento de Control (CP) 9110.582 describe una Ensayo para la deteccion de impurezas
derlvadas del proceso, Esta Ensayo usa examen microscopico para confirmar la ausencia de células
intactas en vacuna a granel,

Debido a que en este ensayo se usa observacion microscdpica para obtener resultados, no se pueden
aplicar significativamente los parametros de validacién tipicos a este procedimiento de Ensayo.

Calificacion de la muestra:
El grane! final es considsrado comoe musstra para uso en sl CP 8110.582 debido a que no se observaron
células intactas durante una revision de los datos histdricos.

Conglusioén: .
Se considera que el granel final esté calificado como muestra para uso en este Procedimiento de Control.

4.9 Procedimiento de control 9110.654: Ensayo de antigeno de varicela (ELISA de glicoproteina
competitiva)

El Procedimiento de Control (CP) 9110.654 describe una Ensayo para identificar y cuantificar el
Ingredienta activo, antigeno de glicoproteina del virus de varicela zoster (VVZ) en vacuna a granel.

En la [Tabla 23] se encuentra un resumen de cada pardmetro evaluado durante la validacion dei método.
Los parametros de ensayo abordados fueron especificidad, exactitud relativa, 'precisién intra-ensayo,
precision inter-ensayo, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), repetibilidad, robustez,
linealidad y el rango utilizable.
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