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Tabla 23: Resumen de los resultados de validacion para el procedimiento de control 91
Ensayo de antigeno de varicela (ELISA de glicoproteina competitiva)

. Restioted
Re Confidential
S milted aceess

Parametro de validacién

Criterio de zceptacion

Resultado exacto

(Precision intra-ensayo}

Especificidad Sin interferencia en la capacidad de dilucion de Ausencia de no paralelismo de la curva
las musestras en medio establlizador o de | estandary las muestras de dilusion.
suspension. '
Exactitud E} efecto de dilucidn por dilucion al doble debe | sesgo 5.29% (ICb 95%: 3.44%, 7.17%)
tener un sesgo? £10%
Repetibilidad Medir el grado de reproducibilidad DER: 8.66% % (IC 95%: 5.87%, 16.14)

Precisién intermedia
(Precisidn inter-ensayo)

DER = 20%

DER 12.10% (IC 95%: B.13%, 26.08%)

Limite cie deteccién Identificar el nivel mas bajo detectable de analito | 0.0021 unidades/mi

Limite de cuantificacién ldentificar ol mivel mas bajo medible que tenga | 0.120-21.2 unidades/mi
DER s20% (correspondients a un  rango do

respuestas de 5%:-94%)

Repstibilidad Diferencia tolerable promedio DER 11.95%, (IC 95%: 7.18%
DER £20% 33.81%)

Robustez Sin avidencia estadisticamente significativa de DER 7%
horde 0 estabilidad de 12 placa recubierta

Linealidad Sin evidencia estadisticamente significativa de | 0.375 £.00 unidades/ni
ausencla de paralelismo entre lag muestras o

Rango Rango de trabajo de la curva astandar Rango cuantificabie =

0.120-21.2 unidades/ml

"El Tnoramento porceritual en Ia concentracién observada e Una Mileslra raspecto & su concentracion tedrica (auponiendo que ho hay efesto de
dilucién) cuando se diluye al dobls,
BG! ntervaio de conflanza
'DER: Deavlacién estdndar relativa

Conelusion:

El Procedimiento de Control 9110.854 ha sido validado para usarse en la cuantificacion del contenido de
antigeno de glicoproteina de VVZ en muestras de grane! final. Los axperimentos de validacion
efectuados han demostrado que el ensayo de antigeno de varicela es especifico, exacto, preciso,
repetible y robusto. Asi mismo, se han definido ¢! limite de cuantificacion, limite de deteccion, rango
I_ineal y rango cuantificable del ensayo. |

410 Procedimiento de control 9110.668: Ensayo de seguridad de cultivo tisular de vacunas de
vitus vivo, vacuna para hepatitis A y bancos celulares -

E| Procedimiento de Control (CP) 9110,668 describe una Ensayo de pureza In vitro para la deteccion de
agentes exirafios. La Ensayo es un método de andlisis cualitativo para la deteccion de agentes
iransmisibles capaces de alterar ias caracteristicas morfologicas o de crecimiento de las células en

cultivo,
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Se Ensayon muestras de granel preclarificado y sonicado, el banco de

(o]

0.7/
Ao
células de trabajo dal fabricante (MWCBY), la recoleccion de control final de semilla madre, medio i e s

utiizado de semilla madre, semilla madre sonicada y preclarificada y fluido de controt recolectado ‘en
cultivos celuiares de epitelio de rifion de mono verde africano (Vero) y de fibroblastos de pulmon,
diploides, humanos, macho (MRC-5). La fusnte de control de semilla de almacenamiento y la fuente de
control de semilla madre se Ensayon en cultivos celulares Vero, MRC-5 y de epitelio de adenocarcinoma
humano (HeLa). La semilla de almacenamiento sonicada se Ensayo en cultivos celulares Vero, MRC-5y
de epitelio de rifién de mono Rhesus (LLC-MKe). Las musstras se Ensayon por un total de 28 dias, que
incluyen un subpasaje de un porcentaje de los fluidos de cultivo hacia matraces con cultivo celular nusvo
on &l Dia 14. Los cultivos celulares se examinan eada 7 dias en busca de presencia de agentes extrafios,
seqlin lo evidencie la degeneracion de la capa celular. Los cultivos Vero, Helay MRC-5 inoculados con
musstras de fuente de control también se Ensayon para virus hemadsorbentes.

El CP 110,668 ha sido validado durante tres fases experimentales. La Fase | y la Fase evaluaron la
especificidad, la precision Inter-ensayo y la repetibilicdad. La Fase Hi incluyd cuantificacidn de muestra y

- abordé la especificidad, La sensibiidad de la linea celular se evalud por inoculacién da un panel de virus
en cinco dilucionas sertales, que iban de 0.01 a 100 log TCIDs/2.0 mi (dosls infecciosa para cuitivo
celular). Los virus se probaron en los tipos de células mas sensibles: MRC-5 y Vero. Entre los vitus
slegidos para la Ensayo figuran el virus herpes simplex 1, poliovirus 1, parainfiuenza 3, influenza A,
adenovirus 5, virus simlano 40, citomegalovirus humano, rinovirus 2 y reovirus 3, Estos virus son
ropresentativos de agentes patoldgicos que podrian encontrarse como contaminantes durants el proceso
de manufactura, El virus influenza A sdlo se usé en la primera fase de los experimentos de validacion,
debido a que no se propago en tipos celulares humano y simiano continuos.

En la [Tabla 24 se lista un resumen de cada parémetro evaluado durante la validacion de! método. Los
parametros de ensayo sbordados fueron especificidad, precisién inter-ensayo y repetibifidad. La
exactitud, precisién intra-ensayo, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), linealidad,
rango y robustez no se evaluaron durante esta validacion de ensayo.
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Tabla 24: Resumen de los resuitados de validacion para el procedimiento de control 91 :
Ensayo de seguridad en cultivo tisular de vacunas de virus vive, vacuna para hepatitis A y bancos

Restricted
‘R'_eCmfideatiai
T Beited acoess

celulares
Parametro de | Criterio de aceptacion Resultado exacto
validacion ‘
« No se observaron CPE o
_ hemadsorcion indicativos de infeccion
» CPEs, HAdY, o CPE y HAd viral en ningln cultivo de control
deben observarse dnicamente negativo.
en los matraces inoculados con e Excepto por dos instancias {influenza A
- virus. y adenovirus), el rango de célula
Especificidad o  No debe observarse CPE en los huésped observado para cada agente

controles negativos.
e El CPE debe ser caracteristco
del virus inoculado.

fus caracteristico del agente inoculado.
Se observd infeccién por adenavirus en
células Vero, confirmada por subpasaje
y  neutralizacién  con  anti-suero
especifico de adenovirus, EI GPE debide
a infeccion con influenza no se pudo
transmitir, indicando probable origen en
toxicidad en la infecaion primaria.

Precision Intermedia

Los niveles de infectividad aparentes
deben ser similares (¢ 1 log TCIDEX/2.0

Ss observd deteccidn consistente de la
infectividad, dentro da los limites especifleados, en

(Precisidn ml) para cada preparacién de virus entre | una gran mayorfa da infecclones realizadas.

inter-ensayo) los dos expatimentos realizados. - _
Esta sera caracterizada como ef grado en | La repstibilidad se demostrd debido a que los
ol cual distintas condiciones de cultivo | resuftados de titulacion para ol panel de virus

Repetibilidad afectan la sensibilidad y reproducibilidad | modelo, en diferentes tipos de tejido, fueron

de la deteccion viral. _

similares bajo dos condiciones diferentes de
gultivo celular.

*CPE: Efecto citopético.

vHAd: Hemadsareion

Conclusion:

El CP 9110.688 es un procedimiento validado que se usa para examinar granel preclarificado y sonicado,
fluido de control recolectado, bancos de célufas de trabajo de fabricante, medio ya utilizado de banco de

células maestro, semilla de almacenamiento sonicada, fuente de control de semilla de almacenamiento,

medio ya utilizado de semilla de almacenamiento P30, semilla madre preclarificada y sonicada, fuente de

control de semilla madre y recoleccion de control final de semilla madre para la presencia de agentes

 extrafios. El procedimiento es consistente con los requerimientos regulatorios para probar vacunas a

granel y fluidos de control,
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441 Procedimiento de control 9110.736: Cuantificacion de aiblimina sérica bovina residual ecl ng
vacunas a granel de virus vivo por inmunoensayo enzimatico

El Procedimiento de Control {CP) 91 10.736 describe una Ensayo para impurezas derivadas del proceso.

Con esta Ensayo se cuantifica la cantidad de albGmina sérica bovina (BSA) residual en vacuna a granel.

En la [Tabla 25] se lista un resumen de cada parametro evaluado durante la validacion del método. Los
parametros de ensayo abordados fusron especificidad, exactitud, precision intra-ensayo, precision inter-
ensayo, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), linealidad, rango y repetibilidad. La
robustez no se evalué durante esta validacion de ensayo.

Tabla 25: Resumen de los resultados de validacion para el Procedimiento de Control 9110.736:
Cuantificacién de alblimina sérica bovina residual en vacunas a granel de virus vivo por
inmunoensaye enzimatico.

Parametro de validacién Criterios de aceptacién Resuitado exacto
s La densidad optica del medio T + Densidad dptica promedio para
Especificidad dabe ser <0.135. el medio T: 0.0061
» La densidad optica dei diluente » Densidad dptica promedio para
debe ser <0.135. 8l dituente: «0.0001
Exactitud Las recuperaciones de ia inoculacion deben | Las tecuperaciones de la inoculacion
gstar entre el 80-120% del inbculo. fusron de 78 a 108%.
Repetibilidad La repetibiidad debe ser $10% de la DERe | DER de a ropetibilidad: 9.5%
(Pracision intra-ensayo) dentro da una corrida
Precision intermedia La repetibliidad deba ser <20% de la DER | La DER de la precision intermedia:
(Precisidn inter-ensayo) entre corridas independientes 11.2%
Limite de deteccion El nivel mas bajo de BSA® que pueds ser | Limite de deteccién: 2.85 ng/ml
detectado
Limite de cuantiticacién El nivel més bajo de BSA que puede ser | Limite de cuantificacién 4.1 ng/ml
medido con una precision de =20% de Ia
DER
Linealidad Los efectos de Ia dilucion deben ser s20% ; Sesgo porcenual: 6.4%
de! sesgoc por dilucion
Rango El rango utiizable de la curva estandar que
se determina por exactitud y precision inter- | Rango: 4.1 - 200 ng/ml
Bnsayo
Repetibilidad Las diferencias entre los laboratorios deben | Las diferencias entre los laboratorios
' set £20%. deben ser: 4.26%

"DER: Desviacion Estindar Relativa

bBSA: Alblimina sérica bovina

*Sesgo % es el aumento porcentual aparente en

ho hay efecto de 1a dilucién) cuando se diluye al doble. :

la concentracidn chservatla de una muesira respecto a su concentracion tedrica (supeniendo que
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Conclusion:

E| CP 9110.736 ha sido validado para la cuantificacién de albimina sérica bovina residual en el grane
final. La validacién ha demostrado una exactitud, precision intra-ensayo, precision  inter-ensayo,
especificidad y repetibilidad aceptables. El limite de deteccion (LOD), el limite de cuantificacion (LOQ) y
ol rango del ensayo cumplen con los requerimientos regulatorios pertinentes. |

Los experimentos de calificacion de la muestra demostraron que no hay interferencia de matriz en la
deteccion de la albdmina sérica bovina en el granel final,

442  Procedimiento de control §110.744: identitiad cariolégica y certificacion carlologica del
- banco de celulas

El Procedimiento de Control (CP) 9110.744 describe dos Ensayos de liberacion de monitoreo
cromosomal. La primera Ensayo de liberacién es para la certificacién dal banco de céiulas de trabajo del
tabricante (MRC-5) empleada en la produccion de virus de varicela-zéster (VVZ). La segunda Ensayo de
lberacién es una verificacién de la identidad de las células usadas para cada lote de produccion de
vacuna a granel. La linea cefular diploide humana MRC-5 osté blen estudiada y caracterlzada en la
literatura. Los requerimientos del control karioldgico para ol uso de esta linea celutar en ta produccion de
vacunas han quedado establecidos. Los limites de aceptablidad de cada parametro. carlologico,
discutidos en este reporte, son explicitamente aplicables a las células MRC-5. La validacion de estos
ensayos usé células previamente preparadas y analizadas de bancos celulares MRC-6 (macho,
humanas) y W1-38 {femeninas, humanas) y células MRC-5 comerciaimente disponibles,

La precisién inter-ensayo y la repetibilidad se evaluaron en ia validacién de estos ensaycs, que
caracterizaron la variabilidad en las frecuencias de anormalidades en la certificacion cariolégica de -
bancos celulares diploides humanos. La variabilidad surge de cambios en los analistas y de la variacion
de la muastra on ol nivel de fuente y matraz. Se fievaron a cabo dos experimentos separados para
evaluar la precision inter-ensayo y la repetibilidad. La culminacién exitosa del astudio de repetibilidad
significé la validacién de la Ensayo de identidad cariolégica y el cumplimiento de uno de los
requerimientos para la validacion del ensayo de certificacion carioldgica de banco celular. La culminacion
exitosa del estudio de precision inter-ensayo, en conjuncién con la culminacién exitosa del estudio de
repetlblhdad significd la validacion del ensayo de certificacion canologlca del banco celular,
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En la [Tabla 26] se lista un resumen de cada parametro evaluado durante la validacion del método.
pardmetros de ensayo abordados fueron precision inter-ensayo y repetibilidad. La exactitud, precision
Intra-ensayo, especificidad, limite de deteccién (LOD), limite de cuantificacién (LOQ), linealidad, rango y
robustez no se evaluaron durante esta validacién de ensayo. Estos pardmetros no son relevantes para el
monitoreo cromosémico de los cultivos de células diploides humanas.

Tabia 26: Resumen de los resultados de validacién para el Procedimiento de Control 9110.744:
Identidad cariolégica y certificacién cariolégica de banco de células

Parametro de validacion

Criterios de aceptacién

Resuitado exacto

Precision intermedia
(Precisidn inter-ensayo)

Todas las diferencias de matraz a
matraz en las rafces cuadradas de
dos cuentas -cualquiera, para cada
tipo de anormalidad, deben ser <3.
Este andlisis adopta la distribucién
de Polsson de los conteos.

La diferencia maxima entre Ios
conteos fue <3.

Debe existir una concordancia del
100% entre los analistas en cuanto

Concordancia del 100% entre los
analistas en cuanto a la

MERCK SHARE & DO ARG+

Repetibilidad al sex0, especies y categorlas de las | determinacién del sexo, gspecie vy
anormalidades en 18 ds 20 células | normalidad de 20 células en
on metafase previaments analizadas | metafase previamente analizadas
y seleccionadas. y seleccionadas,

Conclusién:

El CP 9110.744 es un procedimiento validado para la certificacion cariolégica de bancos de células
diploides humanas smpleadas en la produccién da vacunas que contienen virus de varicsla zéster. Este
procadimiento también esta validado para usarse en la verificacion de identidad (sexo y especie) para las
células empleadas en la fabricacion de lotes de produccién hechos a partir de estos bancos de células
certificados. Se cumplieron todos los criterios de aceptacion para la validacién de estos ensayos.
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5)  CONSISTENCIA DE LA PRODUCCION

5.1 Analisis de lotes

512 Lotes de vacuna a granel empleados para formular vacuna zoster para desarrollo clinico,
estabilidad, validacién de proceso y consistencia clinica

E| rastreo de nimero de lote en la [Tabla 27] resume los lotes-de fluidos de virus recolectados (HVF) y

los lotes de granel dispensado que se usaron para preparar los lotes de envases llenos (FC) con vacuna

de virus de varicela zéster (VVZ), empleados en los estudios clinicos para desarrollo clinico, sstabilidad,

validacion de proceso y consistencia clinica.

51.3 Andlisis de lote para lotes de fluidos de vitus recolectados y controles asoclados,
ampleados en la formulacién de lotes de vacuna 26ster

La Ensayo de liberacién realizada en fluidos de virus recolectados y los controles empleados en la
manufactura de todos los lotes de desarrollo clinico de 1898 (envejecidos y sin envejecer), los lotes para
validacién de proceso de 1998, los lotes envejecidos para desarrollo ¢linico de 1999, v los lotes do
consistencia clinica se mencionan én la [Tabla 28], Las Ensayos de liberaciones realizados en fluidos de
virus recolectados y los centroles empleados en la manufactura de todos los lotes do desarrollo ¢linico de -
2003 y los fotes de estabilidad formal de 2003 se mencionan en la {Tabla 29]. Las Ensayos de liberacion
realizados en fluidos de control recolectados y los controles usados en la manufactura de lotes para
validacion de proceso de 2004 se mencionan en la [Tabla 30).

51.3 Analisis de lote para lotes de grane! dispensado, empleados para formular lotes de
vacuna zoster |

Las Ensayos de liberacién y suplementarias realizadas en los lotes de grane! dispensado que se usaron
on la manufactura de todos los lotes de desarrollo clinico (envejecidos y sin envejecer) de 1998, los lotas
para validacion de proceso de 1998, los lotes para desarrollo clinico envejecidos de 1999 y los lotes de
consistencia clinica se mencionan en la [Tabla 31) y la [Tabla 32]. Las Ensayos de liberacion y
suplementarias realizadas en ioé lotes de granel dispensado en la manufactura de todos los lotes de
desarrollo clinico de 2003 y los lotes de estabilidad formal de 2003 se proporcionan en la [Tabla 33] y 1a
[Tabla 34]. Las Ensayos de liberacion y suplementarias realizadas en los lotes de granel dispensado,
utilizados en la manufactura de los lotes para validacién de proceso de 2004 se mencionan en la

[Tabla 35] y la [Tabla 38].
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Tabla 27: Rastreo de nGimero de lote para fluidos de virus recolectados y lotes de granei
dispensado, empleados en lotes de vacuna zéster

Lote de fluidos de virus Lote de granel dispensado Lote de contenador lienado
Grupo de lote de vacuna recolectados
Lote Fecha de Lote Fecha de Lote lleno Fecha de
manufactura manufactura {Lote Hlenado
afeiado}?
Lote desarrollo clinico | 2051866° 23-dlic-1997 2052777 20-ene-1998 0500823 08-may-1988
1998
Lote desarrollo clinico | 2051905° 30-dic-1997 2052778 27-ene-1908 0500824 08-may-1898
1998
Lote desarrollo clinico | 20523950 06-ene-1998 2052779 03-feb-1988 0560825 (8-may-1938
1998 '
Lote desarrollo ciinico | 2051866 23-dic-1997 2052777 20-ene-1998 0500823 08-may-1998
envejecido 1998 (0500853}
Lote desarrolio clinico - | 2051905 30-dic-1987 2052778 27-ane-1998 0500824 0B-may-1998
ehvejecido 1898 (0500854)
Lote desarrollo clinico | 2052395 06-ene-1998 2052779 03-feb-1998 0500825 08-may-1998
envejecido 1938 {0500855) -
Lote validacion de 2051888 23-dic-1997 2082777 20-ene-1998 0500873 24-jun-1998
proceso 1998
Lote validaclon de 2051805 30-clic-1897 2052778 27-ane-1998 0500874 1-jul-1988
nrocaso 1908
Lote vailtlacion de 2052395 06-ene-1908 2052779 03-eb-1998 0500875 08-jul-1988
precese 1998 ) ,
Lote desarrollo clinico | 2051866 23.dlig-1987 2062777 20-one-1008 0500873 24:jun-1908
envajecide 1998 (lote (0500888)
derivado PV
Lote desarroilo elinieo | 2051205 30-dlie-1997 2052778 27-ene-1998 0500874 (1+jui-1998
envejecido 1998 {lote (0500889)
derivado PV) _ ) : _
Lots desarrollo clinico | 2052395 08-ena-1998 2052779 034eb-1988 0500875 08-jul-1898
envejecido 1998 {lote ‘ : {0500880)
~derlvade PV) _ _ ,
Lote desarrolla clinico | 2051866 23-dic-1997 2052777 20-6r1g-1998 0500873 24-jun-1998
envelecido 1969 (lote {0500888)
derivado BV) .
Lote desarrollo clinico | 2051905 30-dic-1967 2052778 27-ene-1998 0500874 01+jul-1008
envejecido 1999 {lote {0500880)
derivado PV) -
Lote desarrollo clinico | 2052395 06-ene-1998 2052779 03-feb-1998 0500875 06+jui-1998
envejecido 1999 {lote {0500991)
derivado PV)
Lote de consistencia 2051866 23-dic-1997 2052777 20-ens-1998 0501015 11-06t+1999
¢linicat :
Lote de consistencia 2051905 30-clic-1997 | 2062778 27-ene-1898 0501016 15-0c1-1999
¢linica )
Lote de consistencla | 2052395 06-gne-1998 2052779 03-fab-1998 0501017 26-00t-1999
_¢linica
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