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2.2.1 Expansién del substrato de céiulas MRC-5

Las células MRC-5 de un frasco del Banco de Células de Trabajo del Fabricante (MWCB) se expanden
para crear el substrato celular para la subsiguienta propagacién del VVZ. Un Lote se defing como la
fuente de celulas MRC-5 obtenidas de la expansién del MWCB. Las células MRC-5 se expanden en
"fabricas" de celulas. Se usan botellas "Roller" (tubios para fijar y hacer cultivos) para la expansion final
de las células. Las botellas roller se dividen en un subgrupo pequefio para semilia de frabajo, un
subgrupo grande para botellas roller de produccidn final v un subgrupo pequefio para controles. Las
botellas de semilla de trabajo se plantan al mismo tismpo que las botellas roller para produccion. Sus
opsraciones de realimentacidn, infeccién y recoleccién se realizan independientemente de las botellas
roller de produccién, a fin de generar un pasaje de virus de semilla de trabajo que se use para infectar
las botallas rolier de produccién. |

2.2.2 Manufactura de los fluldos de virus recolectados
Los HVF son celulas MRC-5 que contienen ef virus varicela-zoster, recolectados a partir de botellas roller
de produccién. La célula y el proceso de cultivo de virus pueden generar 20-53 L de HVF.

La suspensién de la célula de semilla de almacenamiento se diluye con medio de mantenimiente. Las
botellas designadas para la manufactura de semilla de trabajo se infectan con la suspension de semilla
de almacenamiento difuida. Las botellas infectadas con virus se incuban a 33.5-37.5 4C por 24 a 72
horas, hasta ser recolectadas. Las células infectadas con virus se recolectan mediante tratamiento con
tripsina-citrato al 0.25%. La tripsina se neutraliza con medio de semilla y la suspension de célula de
semilla de frabajo se diluye con medio de mantenimiento hasta una concentracién adecuada.
Posteriormante la suspensién de la célula de semilla de trabajo se usa para inocular cultivos celulares
para la produccion de la vacuna. '

Las células de produccion infectadas con virus s incuban a 33.5-37.5 °C por 24 a 72 horas, hasta
alcanzar el tiempo de recoleccidn designado. Al llegar el momento de recoleccidn designade, cada
cultivo celular se enjuaga con PBS (bufer en solucion de fosfato). Este enjuague remusve el medio de
cultive, que contiene proteinas sericas de bovino y neomicina de los cultivos antes de la recoleccion de Ia
capa celular.
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transfiere a latas de acero inoxidable cerradas; toméndose muestras para Ensayo de esterilidad, v se
congela. Las latas congeladas se almacenan a < -80°C antes dsl procesamiento descendente.

2.2.2.1 Ensayo de liberacion
La Ensayo de liberacion realizada en la vacuna a granel se describe en otra seccion de la presents
monografia.

223 Manufactura del granel dispensado

2.2.3.1 Definicioén de un lote

El granel dispensado de varicela es una mezcla de HVF obtenidos de hasta dos lotes de HVF. Las
células en la suspension de HVF se rompen por sonicacion y se clarifican por filtracién, Este volumen se
dispensa a latas de acero inoxidable antes del congelamiento. Los contenedores de grans! final
dispensado (granel dispensado) se componen de un lote de la sustancia activa.

2.2.3.2 Descripclon de la produccion de granel dispensado

2.23.21 Combinacion HVF

Un total de 20-53 L de MVF congelado en latas de acero inoxidable se detriten en bafios de agua. Los
HVF derretidos de las latas individuales de acero inoxidable se bombean hacia un tanque de acero
inoxidable que servird como fuente (granel presonicado y preclarificado). La temperatura del tanque se
“controla de 0 a 10°C, con agitacion. Los HVF ya combinados se mezclan y se torma una muestra para
Ensayos de contrel de calidad.

2.23.2.2 Sonicacion de la vacuna a granel

El granel praclarificado y prescnicado se bombea a través de un sonicador de fiujo (granel preclarificado
y sonicado). El granel sonicado se recolecta en un segundo tanque de acero inoxidable enchaquetado,
cuya temperatura se controla a 0 - 10°C. Después de concluir con el paso de sonicacion, los graneles
sonicados y preclarificados se mezcian. Se toma una muestra para Ensayos de control de cafidad.
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22323 Clarificacion de [a vacuna a granel

poro de 8-pm. El filtrado del primer conjunto de filtros se hace pasar posteriormente por otro conjunte de
filtros con tamafio de poro de 3-um. Ef granel final se recolecta en un tercar tanque de acero inoxidable
congelado  (0-10°C),

2.23.24 Dispehsacién y almacenamiento de la vacuna a granel

El granel final se mezcla para asegurar la homogensidad y se toman muestras para Ensayos de control
de calidad. La vacuna a granel se dispensa entonces hacia latas de acero inoxidable que se congelan y
almacenan a s -60°C. Las iatas de acero inoxidable dispensadas con granel final se designan como
granet dispensado y se usan para la formulacién y llenado de la vacuna.

2.2.3.3 Ensayo de liberacion
La Ensayo de libetacion llevada a cabo en los productos intermedios y en el gransl dispensado se
— describe en otra seccion de la presents monografia.,

2.3 Control de Materiales
2.3.1 Materias primas, medlos de cultivo y otros aditives

Los medios de cultivo y suplementos para medios empleados en la manufactura de semilla madrs,
semillas para almacenamiento, bancos de células y vacunas & granel se resumen én la Tabla 1. Todas
las materias primas y medios de cultivo empleados en la produccion de la vacuna zéster se controlan y
Ensayon, a fin de asegurar que se cumpla con los criterios de aceptacion para calidad. Aquellas Ensayos
que son mas importantes para el uso propuesto de cada materia se listan en la Tabla 2.
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Tabla 1: Materiaies empleados para manufacturar graneles de vacuna, Bancos de céiulas MRC-5 y
Semillas de virus

Medio de cuitivo o suplemente Propasito

Medio basal de Eagle con Sales de Earde (EBME) Medio de cultivo empleado para la expansitn celular de semillas
enriquecido con 2.2 g/l. de bicarbotano de sodio radres y de almacenamiento

Medio minimo esencial de Eagle (MEME-45) Medio de cuitivo empleado en la infeccién y recoleceion de semillas
madres y de almacenamiento

Suero hovine fetai (FBS, UVe-Imadiado) Suplemento da medio para crecimiento, infeccién y recoleccién
empleaco en semillas de virus

Medio E modilicado de Williams con sulfato de magneslo  Medio de cultivo empleado para crecimiento de lineas celulares e
4 mM (WMEM) infeccion por virus de bancos de células de trabajo y vacunas a
granel’

enriquacido oon hlerro Suplemento pars crcimlento de iineas celularas, infecolén por virus
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Tabla 1 (cont.): Materiales empleados para manufacturar graneles de vacuna, Bancos de células
MRC-5 y Semillas de virus '

Solucion salina balanceada de Hanks Concentracidn 1X (1X Medio para enjuague

HBSS)
Afadido para controlar botellas "roller empleadas para Ensayos de
hemadsorcién después de recolaceién de control final

Sultoxido de dimstile (DMSO) Empleade en la criopreservacion de bancos de células y semitas de
virus

Solucién salina fisiolégica Afadida para controlar botellas "roller” empleadas en Ensayos de
hemadsorcion después de la recoleccion de control final

Soluclén de bicarbanate de sodio 2.8% Suplernenio para Medio minime esenclal de Eagle

Solucién de rojo ds fenol 2.0% Suplemenio para medic de cultivo celular

L-Glutamina, 200 mM (Liguido) Suplemento para medic de cultivo calular

Estabilizador de fosfato, gelatina y sacarosa (estabilizador.. Establiizador para vacuna

slV: Ultravioleta
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Tabla 2: Medios de cultivo/suplementos

Medios de cultivo/Suplementos Ensayos Especificaciones

Medio basal de Eagle con sales de Eagle (EBME)  Identidad Debe cumplir

enriguecide con bicarbotane de sodic 2.2 g/l

Evaluacién de digxido de carbono Emisidn de 3.1-4.9 mi

Promocitn de crecimiento Debe aprobar
Medio minimo esencial de Eagle (MEME-46) Promocién da eracimiento Dabe aprobar

pH (ldentidad) 7.0-75

Punto de congelacion (|dentitas) «0.46 8 0.54 1C

Bodio (|dentidad) 119-146 mEq/L.

- Buaro bovino fetald Promocidn da cracimiento/Toxicidad Debé aprobar

(FBS, UVb-Irradiado) Identidad Debs aprobar
Medio E modificado de Williams con sulfalo do  Promocién de ¢reclmiento Debs aprobar
magnesio 4mM (WMEM) _

Punto de congelacién {ldentidad) -0.58 & -0.532C
Suerc bovino fetal enriquecido con hierro  Promocitn de crecimiento Debe aprobar
{y-irradiado)

[dentidad Debe aprobar
Solucién de sulfato de neomicina ‘ Potencia de neomisina 90-112 mg/m|
Solueion salina con bufer de fosfate pH 7173

Cloruro de sodio 0.79.0.88%

(En etiqueta: 0.885%)

Tripsina-citrato 0.25% Neomicina 35-60 ug/ml
{UV-Irradiado, Porcing) Ensayo de uso de tripsina Dabe aprobar

*Actualmenta, Merck compra suero bovino fatal y suaro bovine fetal anriquecide con hierro a JRH Bibsclences v a HyClone Laboratories, Ing. £| Dirastorado
Europeo para |a Calidad de |as Medicinas ha atorgado a ambos vendedoras Certificados da Adecuabllidad, con lo cual cartifica que sl suers boving adquirido
con estos vendedores cmpla con log critarios descritos en la monegrafie de la Europear Pharmacopoeia intilulada Productos con rissgo de transmitir
agentas da encefalopalias aspangiformes de animales (Ph. Eur,, 1483),

HUV: Ultraviolata

cUSP; United States 5”& ; p%gb Estados Unidos}
MERCKE HAR s _

HERGHK SHARP & DOHME ARSENTINA G

N e AMPOS " Dr. SANTIA
: GECILIA CAM Dr GO RODRIGUE
parm. MARIA M HeoNICA IAECTOR APODBRADD PARA~"
mﬁﬁ‘;@ 1 12374 (ASUNTOS MEDNICOS MREGLIL Ael
/pTRICULA 1oHA : MAT. NAC. .segﬁﬁr ORtos






© MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC. i

I educsess -
Tabla 2 (Cont.): Medios de cultivo/suplementos

Medios de cultivo/Suplementos | Ensayos . Especificaciones
Solucion salina balanceada @ Incolera de Hanks  Sedio 1220-1520 mEg/L
{10X HBSS)
Solucion salina balanceada de Hanks, Congentracién 1X  Sadio 119-153 mEq/L
(1X HBSS)
Sultéxido de dimetito (DMSO) " Identidad Curmple USPe
Solucion fisioldgica salina Clorure de sodio 0.82+1,00%

Tedrico: 0.80%
Salucién de bicarbonalo de sadio 2.8% Bicarbonato de sodio 2.55-3.04%

(En atiqueta: 2.8%)
SBolucion de rojo da fanol 2.0% ldentidad .. Cumple
L-Glulamina, 200 mM (Liguido) Rotacién egpecifica Rango notmal 30-34¢C
Estabilizador de fosfato, gelatina vy sacarosa pH 6.7:7.3
{Establlizador PGS)

Gravedad especifica a 25°C 1.0173-1.0459

*Actuaiments, Merck compra suero bovino fetal y suero bovino fetal enriguacide con hierra & JRH Biosaiencas v a HyClone Laboratorles, Inc. Bl Direclorado
Eurapeo para la Calidad de las Medlcinas ha otorgado & ambas vendedores Certilicados de Adecuabllidad, con ko cual certifica que el swero bovine adguirido
con astos vendedores cumple con loa criterios descritos en la monografia de Ja European Pharmacopoers intitulada Produclos con Hesge de transmitlr
aganies de ancefalopalias espongliormas de animales (Ph, Eur,, 1483},

BUV: Ultravioieta

*USP: United States Pharmacopela (Farmacopes de Estadas Unides)

2.3.1.1 Preparacion y filtracién estéril

El medic minimo esencial de Eagle (MEME-45), [a solucién de sulfato de neomicing, la solucion salina
con bufer de fosfato (PBS), el estabilizador PGS y la solucion salina balanceada de Hanks (1X HBSS)
son formuladas en Merck & Company, Inc. (Merck). Para formular estos medios, los componenies
liberados individuaimente se pasan y formulan en soluciones. Cada solucién posteriorments se esteriliza
por filtracion, empleéhdose filtros de 0.2-um y llevandose a contenedores previamente esterilizados en
un ambiente de Clase 100,
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Antes de usarse en la manufactura, el suero bovino fetal (FBS) y la tripsina-citrato al 0.25% (tripsina en
citrato 0.25% (p/v)), se irradian con luz ultravioleta (irradiacion UV), se combinan en una fuents y se
esterilizan por filtracion en Merck, Todos los filtros deben pasar una Ensayo de integridad posterior a su
uso,

Todos los medios de cultivo son considerados soluciones de Inicio empleadas en la manufactura de
vacunas a granel.

2.3.1.2 Medios de cultivo comprados

El Medio E Modificado de Williams con 4mM MgSO4 (WMEM); el suero bovino fetal gama (y)-irradiado y
enriquecido con hierro (BCS), el Medio Basal de Eagle con Sales de Earle (EBME) enriguecido con
bicarbonato de sodio 2.2 g/, y la L-glutamina son preparados por vendedores aprobados. E! MEME-45
$6 puede preparar a través de un vendedor aprobado o en Merck. Se realizan auditorias a los
provsedores, a fin de mostrar que: todas las materias primas y los componentes de envase empleados
en fa fabricacion de medio de cultivo o suplementos provengan de fuentes confiables y se almacenen y
prusben antes de usarse; también se comEnsayo que exista un control adecuado en el proceso de
manufactura; que se reallcen adecuadamente Ensayos de control de calidad; v que el almacenamiento
de producto terminado v el embarque sean satisfactorios.

En cada caso, el vendedor formula la materia prima para preparar el medio de cultivo que posteriormente
se esteriliza por filtracion y se dispensa asépticaments en envases esterilizados de antemano. Antes de
poder liberar un lote, los filtros esterilizadores deben pasar una Ensayo de integﬁdad después de usarse.
Durante la dispensacion, el departamento de control de.calidad del vendedor toma muestras. Después
de pasar satisfactoriamente las Ensayos del vendedor, el medio de cultivo se enviard a Merck, previa
solicitud. Un subconjunto de las Ensayos realizadas por el vendedor se llevan a cabo en Merck, usando
una alicuota del lote para establecer la identidad y utilidad antes de su uso en la manufactura,

2.3.1.3 Preparacion final

Todos los medios de cultivo celular se preparan usando componentes que para liberarse deben ser
estériles. Las adiciones finales a los medios de cultivo se realizan en cuartos de Clase 100, en el sitio de
manufactura, usando técnicas asépticas. Los medios formulados se esterilizan por filtracién de 0.2 ym
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~ antes de entrar a los procesos de cultivo, Todos los filtros deben pasar una
Ensayo de integridad después de usarse.

2.3.14 Almacenamiento de medio de cultivo

Los medios esterilizados por filtracion se almacenan a las temperaturas especificadas, en envases
cerrados, hasta su liberacién para manufactura. Los medios de cultivo liberados se transportan al &rea
de manufactura y se almacenan en cuartos de Clase 100,000 hasta ser empleados. Los contenedores de
medios sa limpian con desinfectante antes de ser transportados hacia el &rea de manufactura,

2.3.1.5 Componentes de origen animal

Las materias primas de origen animal empleadas en [a fabricacion de la vacuna a granel incluyen Suero
Bovino Fetal enriquecido con Hierro (BCS), Suero Bovino Fetal (FBS), tripsina pancredtica porcina 1:250
(1 unidad USP: 250 mg), gelatina de piel porcina hidrolizada 4cida (gelatina procesada) y clorhidrato de
L-cistaina monohidratado, diclorhidrato de L-cistina y dihidrato disddico de L-tirosina. '

Las materias emplsadas en la produccion de la vacuna a granel cumplen con los requerimientos
establecidos en la Agencia Europea para la Evaluacién de Productos Medicinales (EMEA) Nota a los
lineamientos para reducir al minimo el riesgo de transmitir agentes de encefalopatia espongiforme de
animales via productos medicinales humanos y veterinarios (EMEA/410/01, rev. 2) y Nota a los
lineamientos sobre el uso de suero bovino en la fabricacidn de productos medicinales bioldgicos para
seres humanos (CPMP/BWP/1783/02), asi como en las recomendaciones 1993, 1996, 1997 y 2000 de la
Agencia para Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (U.S. FDA) raspacto a los pasos necesarios
para reducir el rigsgo potencial de transmitlr agentes infecciosos, que ocasionan encefalopatia
espongiforma bovina (BSE).

Todos los proveedores de las materias primas empleadas en la manufacturacion de la vacuna a granel
deben llenar satisfactoriamente el Cuestionario sobre Procuracion y Procesamiento de Materiales de
Origen Animal, de la Divisién de Manufactura de Merck, y deberén haber obienido el status de proveedor
aprobado. El cuestionario especificamente resuelve los siguientes puntos clave: si la materia es de
origen animal o se produce usando materias de origen animal, e! pais de origen de los animales, las
précticas para alimentar el rebafio, informacién sobre inspecciones del gobismo y monitoreo veterinario,
asi como Informacién sobre la limpieza y uso de las instalaciones (esto es, medidas para evitar la

contaminacion cruzada).
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Asi mismo, Merck realiza auditorfas y Ensayos de forma regular en las planias de los proveedores para
asegurar que se cumpla con los estandares de calidad correspondientes. Por otra parte, Merck pide a los
proveedores que notifiquen cualguier cambio en el proceso o en la fuente del rebafio. Estos cambios
posteriormente son evaluados y la aprobacion de los mismos determina si continia 0 no vigente el status
de proveedor, |

23151 L-Cisteina, L-Cistina y L-Tirosina

El clorhidrato de L-clsteina monohidratado, el diclorhidrato de L-cistina y el dihidrato disédico de L-
tirosina se usan en la preparacion de WMEM (Medio E modificado de Williams) manufacturado por
HyClone Laboratories, Inc. (HyClone; Logan, Utah, U.S.). Estos aminoacidos se extraen de cabello
humano cuya fuente es China, Korea ¢ India. |

El diclorhidrato de L-cistina y el dihidrato disédico de L-tirosina se usan en la preparacién de EBME
(Medio basal de Eagle con Sales de Earle} fabricado por BioWhittaker, Inc. (Walkersville, Maryland,
U.S.). La L-tirosina se extrae de plumas de ave o piel porcina originadas en Francia y Alemania, La |-
cistina se extrag de cabello humano o plumas de ave cuyo origen es China.

El diclorhidrato de L-cistina y el dihidrato disédico de L-tirosina se usan en la preparacién dsl polvo
MEME-45 (Medio minimo esencial de Eagle) manufacturado por HyCIone. Ambos se extrasn de cabelio
humano originado en China, Korea e India.

Antes de ser liberados, se Ensayo la esterilidad de los medios WMEM, EBME y MEME-45. Asi mismo,
estos medios se hacen pasar por filtros esterifizantes de 0.2 um antes de usarse. Ademéas de las
Ensayos de esterilidad, Merck realiza Ensayos de prbmocic’m del crecimiento y toxicidad en estos medios
de cultivo y de agente extrafio en la vacuna a granel.

23152  Suero bovino fetal

Actualmente, Merck compra FBS (suero bovino fetal) a HyClone y a JRH Biosciences (Lenexa, Kansas,
U.S.). Ambos proveedores cuentan con Certificados de Idoneidad (CoS) emitidos por el Directorado
Europeo para la Calidad de las Medicinas (EDQM) para' este producto.
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