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La Ensayo para agente exirafc realizada por ei proveedor y por Merck se
detalla en otra seccion de la presente monografia.

proveedor, que ha pasado todas las Ensayos de control de calidad (QC) se derrite y mezcla en un
tanque de acero inoxidable. El material derretido se hace pasar a traves de un prefiltro de 5 pm y
despues por un filtro clarificador de 0.2 um, en direccién a un segundo tanque de acero inoxidabie. Para
el proceso de irradiacion UV, el material clarificado se hace pasar por un irradiador liquido de capa
delgada, en direccidn a un tercer tanque de acero inoxidable. Finalmente, el suero irradiado de UV se
hace pasar por un filtro esterilizante de 0.2 um y se dispensa en contenedores pre-esterilizados, dentro
de una cabina de flujo laminar Clase 100. El suero se congela hasta ser requerido para la manufactura,

Los estudios de validacién para la irradiacién UV efectuados por un laboratorio contratado, usando virus
modelos representativos, han demostrado fa reduccién de virus potencialmente encontrados en el suero
bovino. En resumen, las Ensayos realizadas en el suero bovino fetal, asi como la verificacién de las
fuentes y las medidas de inactivacién validadas, aseguran la seguridad y utilidad del suero para
emplearse en la fabricacién de vacunas.

2.3.153 Gelatina poreina hidrolizada

La gelatina hidrolizada derivada de fuente porcina se usa como componente de la formulacién
estabilizadora para la vacuna zéster. La gelatina es manufacturada por DynaGel Inc. (Chicago, lliinois,
U.8.) y se vende bajo el nombre comercial de SOL-U-PRO. Esta gelatina tiene su origen en pieles de
cerdo obtenidas de plantas empacadoras de carne inspeccionadas por el Departamento de Agricultura
de Estados Unidos (USDA). Las pieles de cerdo enjuagadas se trituran y tratan con cido clorhidrico por
8 horas. Las pieles se lavan para retirar la grasa y después se someten a dos extraccionas con agua a
temperaturas cada vez mas elevadas: 54°C y 66°C. El fluido de la segunda extraccién se filtra a través
de un lecho de tierra diatomacea. E filtrado se evapora al vacio para alcanzar un contenido de solidos
del 40% y subsecuentemente se hidrofiza con papaina en una solucién de bisulfito sédico. La papaina se
inactiva por calentamiento a 818C durante 30 minutos. Esta materia posteriormente se filira y es secada
por atomizacion.

En otra seccion de la presente monografia s& muestra el ensayo para agentes extrafios realizada en esta

materia prima.
k\ ‘H e MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC.
shRD-g DOAME ARG ING
MERCK SH RP glr.qésg}rmoglﬁeo RODRIGUE
"N.,,-- "1 ; P D
TN o
o CECILIA CAMPOS S
Faemn, MARIA L ' S

AT TEONIGA
MATR?Q;%%A'NMWNAL. 12474






© MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC. .Rf‘g“::l:im.
=550 Hlted sccess /

23154 Tripsina pancreéatica porcina

La tripsina en polve 1:250 (1 unidad USP:250 mg) es fabricada por Intergen Biomanufacturing
Corporation (IBC; Toronto, Ontario, Canada). El producto manufacturade es reacondicionado y
distribuido por Life Technologies Inc. (LTI; Grand Island, Nueva York, EE.UU.). Esta es la misma'tripsina

que se usa en la manufactura de M-M-R™Ii, VARIMAX™ y VAQTA™1,
1 M_-M-H, VARIVAX y VAQTA son marcas registradas de Merck & Co,, Ing,, Whilehouse Station, New Jersey, EE.UU

Los pancreas porcinos inspeccionadas por el Departamento de Agricultura de Estados Unides (USDA),
8@ conviertan en hojuelas y pesteriormenta se extraen con acido. El extracto se trata a un pH neutro para
inactivar la proenzima tripsindgeno. Se usa sulfato de amonio para precipitar la tripsina. La solucién se
centrifuga para formar una capa de sedimento de manera que el precipitado pueda recolectarse, El
material recolectado se exirae adicionalmente con alcohol isopropilico, y la solucion vuslve a
centrifugarse. La pastila final se seca en un horo al vacio. El material seco se mueia para aumentar la
homogeneidad antes de mezclar con lactosa & un nivel objstivo de actividad por unidad de masa. El
material pulverizado ha sido yirradiado antes del paso final de mezelado. En otra seccion de la presente
monografla se proporciona informacion sobre la Ensayo para agente extraiio en la materia prima. Asl

* mismo, la solucién de tripsina resuspendida se irradia con UV en Merck, como parte del proceso de

manufactura. La irradiacion con UV ha sido validada para reducir eficazmente la carga de virus en la
solucion de tripsina.

Adicionalmente, s¢ usa lactosa, derivada de lache bovina, durante ia manufactura de la tripsina. La
EMEA en su Nota a fos lineamientos para reducir al minimo el riesgo de transmitir agentés de
encefalopatia espongiforme de animales via productos medicinales humanos y veterinatios
(EMEA/410/01, rev. 2) excluye & la leche, lana y derivados de cabello. La FDA de EE.UU. ha indicado
que no es probable que la leche y los productos [acteos sean susceptibles de transmitir el agente de la
EEB. La lactosa se obtiene de animales sanos en EE.UU,, de la misma manera que la leche para
consumo humano. Ninguna otra materia proveniente de rumiantes se usa en la produccion de la lactosa.

Después de la formulacidn, la tripsina-citrato al 0.25% se esterfliza por filtracién usando un filtro de 0.2
um. Después dela flltramon se practica una Ensayo de integridad post-uso en el filiro, a fin de asegurar
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que el filtro haya estado intacto. La solucidn se irradia con UV en Merck

de una area de llenado de Clase 100. La irradiacion UY ha sido validada para reducir eficazments la
carga de virus en las soluciones de tripsina.

2.3.1.5.5 Suero bovino fetal enriquecido con hierro .

El suero bovino fetal (SBF) se obtiene de HyClone y de JRH BioSciences. Ambos proveedores cuentan
con Certificados de ldoneidad del EDOM para este producto. Cada proveedor realiza Ensayos de
seguridad exaustivas antes de que el suero sea y-iradiado y antes de la liberacion de cada lote. Los
proveedores realizan la Ensayo para agentes extrafios de acusrdo con los requerimientos del Cédigo de
Regulaciones Federales de EE.UU, (9 CFR 113.53) y reportan la ausencia de estos agentes en sus
Certificados de Andlisis.

La yirradiacion del SBF, antes de usarse para células de cultivo, proporciona mayor seguridad de que
no haya presentes agentes exirafios. La Irradiacién gama directaments modifica el ADN y ARN por
lonizacién de los acidos nucleicos, dando por resultado la escision de |a cadena y/u otras madificaclones
on las bases. La radiacién lonizante también produce otros productos intermedios reactivos de otras
proteinas, lipides y moléculas pequefias, mismos que pueden reaccionar con el ADN o ARN vy dafiar
indirectaments los acldos nucleicos genémicos. Tanto JRH como HyClone usan plantas inspectionadas
por la FDA, operadas por ISOMEDIX, Inc. (Libertyville, llinois v Salt Lake, Utah, EE.UU.) para la y-
irradiacion del suero. ISOMEDIX, Inc. ha realizado estudios de mapeo de dosis para validar los ciclos de
irradiacién empleados por ambos proveedores de suero. Estos estudios se repiten anuaimente.
ISOMEDIX, Inc. incluye dosimetros de referencia con cada irradiacién de susro, a fin de asegurar una
dosis consistente en cada corrida. Los estudios de validacion realizados usando virus modelo
representativos han demostrado la reduccidn de virus que potencia[mentel s encuentran en &l suero
bovine,

2.3.2 Substrato celular - Sistema de Banco de Células MRC-5

La vacuna se propaga en células MRC-5, una linea celular de fibroblastos de pulmén de embrién
humano (diploides, mache} originalmente aisiada por J.P. Jacobs en el Instituto Nacional de
Investigacién Médica, Londres, Inglaterra y depositada en un nivel de duplicacion de poblacion (PDL) de
aproximadamente 7 en el Instituto Nacional para Estandares y Controles Biolégicos (NIBSC) en
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Hertfordshire, Inglaterra. El repositorio del NIBSC es un recurso Gnico y es la fusnte original
células MRC-5. Las células MRC-5 de esta fuente han sido probadas por muchos grupos en todo €
mundo y se han usado con seguridad para preparar vacunas por décadas para millones de personas.

En septiembre de 1994, se establecié un banco de células madres (MCB) de células MRC-5 cuyo origen
fue el NIBSC, a fin de establecer un sistema de banco de ¢élulas de dos capas en Merck. Las células del
NIBSC fueron transferidas dos veces, produciendo 123 frascos de MCB de MRC-5 a una PDL de
aproximadamente 15. Cada frasco de MCB de MRC-5 es suficiente para plantar un banco de células de
trabajo del fabricante (MWCB) con un nive! de duplicacion de poblacidn (PDL) de aproximadamente 26.
El PDL de las c8lulas MRC-5 expandidas a partir det MWCB de MRC-5 para fabricacién de vacuna tiens
un PDL aproximade de 40, usando el sistema de dos niveles. El PDL 40 esté significativamente por
debajo del PDL de sensscencia aproximade de 89, establecido para el banco de células madres MRC-5,

2.3.2.1 Banco de células madres MRC-5

2.3.2.1.1 Certificacion del Banco de células madres MRC-5

Las células dal Banco de células madres MRC-5 fusron subcultivadas hasta el nivel PDL de banco de
trabajo (20-34) para demostrar seguridad v ausencla de agentes extrafios. De ahi en adelante, las
células se subcultivaron a intervalos de 4-6 dlas hasta que las células alcanzaron senescencia
(aproximadamente PDL 88) usando procedimientos de cultivo, equipo y reactivos similares a los
proceses de la vacuna.

23.2.1.2 Ensayo de control analitico para el Banco de células madres MRC-5

En ofra seccion de la presente monografia, se encuentran las descripciones de los procedimientos de
control analftico realizados en el Banco de células madres MRC-5, excepto por las Ensayos de seguridad
para cobayos y conejo, Ensayo de tumarigénesis, Ensayo de embrion de huevo (ruta de saco viteliho) y
Ensayo de bacteriéfagos que se describen a continuacion. (estas Ensayos aplican tambien al Banco de
células de trabajo del fabricante MRC-5).
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2.3.21.2.1 Procedimiento de control 9110.338: Ensayo de seguridad

para Bancos de células de frabajo en animales _ -
E! procedimiento CP 9110.338, Ensayo de seguridad para Bancos de celulas de trabaje-en animafeg, &
una Ensayo de seguridad realizada en célutas diploides humanas (HDC) y en lineas celulares continuas
de MWCB u otras fuentes. El procedimiento Ensayo fa presencia de agentes extranos al inocular la
suspension de células en cobayos, conejos y ratonas adultos y ratones lactantes.

Muestras para la Ensayo:
Banco de células madres MRC-5
Banco de células de trabajo del fabricante MRC-5

Refarencias y controles:
Control negativo: Medio de cultivo MRC-5

Lineas celulares y animales para la Ensayo:

Ratones adultos (Mus muscuius), albinos, 15-20 g

Ratones lactantes (Mus musculus), albinos, <24 horas de edad

Cobayos (Cavia porcelius), albinos Hartley, de cualquier sexo, 350-450 ¢

Conejos (Oryctolagus cuniculus), blancos de Nueva Zelanda, de cualquier sexo, 1.5-2.5 kg

Procedimiento:

Para las Ensayos en ratones adultos y lactantes se usan suspensiones de células de 1 x 107 células/ml;
y para las Ensayos en cobayos y conejo se usan suspensiones de celulas de 2 x 108 células/ml. Cada
animal se pesa antes de iniciar [a Ensayo, a fin de confirmar el rango de peso adecuado. Se administra
una inyeccion Intramuscular en el flanco posterior, consistents en 0.1 ml de la suspension de células 1 x
107, a cada raton adulto y lactante, A los cobayos y conejos se les administra una inyeccién de 0.5 ml en
cada pata trasera para una Inoculacién total de 1.0 ml de suspensién de células 2 x 108, Los animales
que sirven como control negativo reciben una inyeccion con medio de cuitive MRC-5.

Todos los animales son observados por 28 dias; las observaciones y muertes quedan registradas. Los
animales que mueren durante la Ensayd debido a enfermedad o lesidn son evaluados en busca de
evidencia de cualquier condicion patolégica que pueda ser afribuida a la suspensién de células
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inyectada. Al término de la Ensayo, todos los animales son sacrificados por eutanasia y se les practica la
autopsia.

La Ensayo es satisfactoria si 280% de cada uno de los cuatro grupos de animales de Ensayo scbreviven
al periodo de observacion y ninglin animal muestra evidencia de una condicién patolégica atribuible a la
suspension de células inyectada. Todas las Ensayos consideradas como no vélidas se investigan y las
conclusiones se documentan en el registro de Ensayo.

Cumplimiento de Regulaciones Internacionales:

El procedimiento CP 9110.338 ha sido revisade contra requerimientos y lineamientos regulatorios de
todo el mundo y es consistente con:

Ph. Eur.Farmacopea europea, 5.2.3. Substratos de célutas para la produccidn de
vacunas para uso humane.

OMS Organizacién Mundiial de la Salud, Serie de reportes téenicos, nlimero 878,
1998, Anexo 1, Requerimientos para el uso de células animales como
sustratos in vitro para la elaboracion de producios biolégicos
(Requerimientos para sustancias biologicas nam. 50), C.2.3.4

Validaclon del ensayo:

Este ensayo no ha sido validado debido a que no pueden aplicarse significativamente los parametros de
validacién tipicos a Ensayos in vivo, como la del procedimiento CP 9110.338. Siguiendo la Politica
Corporativa 9 de Merck; esto es, la Politica Mundial de Merck sobre Cuidado y Uso de Animales, la
compafiia apoya la Investigacion de metodologias de Ensayo alternativas, clentificamente validas, y
reduce al minimo el ndmero de animales para investigacion al emplear altemativas cientificamente
validas que no contemplen la utilizacion de animales cuando sea posible. En consecuencia, en 'lugar de
la validacion, el procedimiento ha sido revisado contra requerimientos y lineamientos reguiatorios de todo
el mundo (Tabla: 3) para asegurar el cumplimiento a todas [as regulaciones pertinentes.
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Tabla 3: Ensayo de seguridad para Bancos de células de trabajo en animales: Comparacion de
requerimientosy lineamientos regulatorios de todo el mundo

Pardmetro

Procedimiento de controf 9110.338

Organizacion Mundial de Ila
Salud

Farmacopea Etropea

Numero y tipe de animal

Ratones adultos = 10

Ratones lactantes = 10

{<24 horas de edad, de 2 camadas)
Cobayos =5

Conejos = 5

lgual que el Procedimiento de
eontrol 9110.338

lgual que el Pracedimiento

de control 110,338

Rango de peso

Ratones adulos = 15.20 ¢
Ratones lactantas = N/A
Cobayos = 350450 g
Congjos = 1.5-2.5 kg

lgual qus s Procedimlento de

control 9110.338

No especifica rangos de

peso

Via de la Inyeccidn Intramuscular, flance posterior Intramuscuiar Intramuscular, o subcutanea
profunda para log ratones
lactantes

Posis Ratones = 1 x 108 ¢élulas cada uno 21 ¢ 107 células divididas | 21 % 107 células divididas

Cobayos = 2 x 10 células cada uno
Conejos = 2 x 108 células cada uno

equitativamente entre 108 animaies
tle cada grupo

etultetivamente  entrs

Volumen inysctado (For
animal)

Ratones = 0.1 ml
Cobayos = 2 x 108 células cada uno
Conelos =2 % 108 eélulas cada uno

No g8 espaciflea

No 8¢ aspedifioa

log

animales de cada grupo

Etapa del produste en la
Ensayo

Banco He célulag madras, Banco de
células de trabajo del fabrsanis, o

Banco de célulag madres y baneo
ds sélulas da lrabejo del fabricante

Banco de células 08 lrabejo

del fabricanta

lneas celulares continuas

Dias de la Ensayo 28 dias 4 gemanas 4 semanas

Validez de la Ensayo y | La Ensayo es safisfactoria sl 280%

pardmatros de | de cada uno de ios cuatro grupos de | 280% de cada grupe de | 280% de cada grpe de

aprobacién/fracaso Ersayo en animales sobroviven al | amimales deben sobrevivir y | animales deben sobrevivir y
patigdo de observacion y ningln | permanecer  sanos;  &in | permanecsr  sancs;  sin
animal muesira evidencia de una | evidencia de agentes exiralos | evidencia de agentes extrafios
condicién patolégica atribuible a las | en las céiulas on las céluias
células

Control negativo Ratones = § adultos, & lactanies
Cobayos = 2 No se especifica ninguno No se aspecifica ninguno
Conejos = 2

Conclusion:

El procedimiento CP 9110.338 satisface los requerimientos de la Farmacopea Europea (Ph. Eur.}y de la
Organizacién Mundial de !a Salud (OMS), Serie de Reportes Técnicos, nim. 878, 1998, Anexo |,
Requerimientos para el uso de células animales como substratos in vitro para la elaboracidn de
productos biolégicos (Requerimientos para sustancias biolégicas nim. 50).
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2.3.21.2.2 Procedimiento de control 9110.700: Procedimiento de 12 semanas para Eng
tumorigénesis en cultivos de células diploides humanas (HDC) y lineas celulares continuas
La Ensayo CP 9110.700, Procedimiento de 12 semanas para Ensayo de tumorigénesis en cultivos de
células diploides humanas (HDC) y lineas celulares continuas (CCL) se realiza para evaluar el potencil
tumorigenico de las células MRC-5 cuando se Ensayon en ratones atimicos inmunodeficientes.

Muestras para la Ensayo:

Banco de células madres MRC-5
Banco de células MRC-5
Referencias y controles:

Control positivo: células Hela de células epiteliales con adenocarcinoma (Homo sapiens)
Control negativo: medio de cultivo

Lineas celulares y animales de Ensayo:
Ratones desnudos, desnudos atimicos, de 6 a 8§ semanas de edad, hembras
Procedimiento:

Un grupo de treinta ratones se inyecta subcutaneamente en el centro del abdomen con 0.2 ml de 5 x 107
células/ml o 1 x 107 células/raton. Treinta ratones del grupo de control negativo se inyectan
subcutaneaments en el centro del abdomen con 0.2 mi de medio de cultivo. Diez ratones del grupo de
control positivo se Inyectan subcutansaments en el centro del abdomen con 0.2 ml de 5 x 108 células/ml
0 1 x 108 células/ratén. Los animales son observados por 84 dias y se palpan e ingpacelonan
visualmente & intervalos pregramados durants toda la Ensayo. Un subgrupoe de los animales de Ensayo y
de control negativo se somete a eutanasia y se les practica la autopsia a intervalos de tiempo
intermitents (21, 42 y 84 dias) a lo largo de todo el perfodo de observacion, En caso de una enfermedad
aparente o el desarrolio de nddulos ulcerosos o largos, los animales se pueden retirar de la Ensayo
antes de lo planeado. A los animales que se retiran tempranamente se les hace la autopsia. Al término
del periodo de observacidn, todos los animales sobrevivientes se someten a eutanasia y se les practica
la autopsia. Una muestra de la Ensayo es satisfactoria si al menos el 80% de los ratones en cada grupo
de Ensayo sobrevive al periodo de Ensayo de dicho grupo (21, 42 u 84 dfas) y al menos el 80% de los
animales de control positivo muestran evidencia de desarrollo progresive de tumor, confirmado por -

autopsia y examen h|stopatoléq‘|
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Cumplimiento de Regulaciones Internacionales:
El procedimiento CP 9110,700 ha sido revisado contra requerimientos y lineamientos regulatorios de
fodo el mundo y es consistente con:

CFR Cédigo 21 de Regulaciones Federales Parte 610,18 (cXii

CBERPTC  Puntos a considerar en la caracterizacion de lineas celulares empleadas
para elaborar productos bioldgicos (1993), Centro de evaluacién e
investigacién bioldgica

ICH Conferencia Internacional sobre Armonizacion de Requerimientos Téenicos
para el Registro de Productos Farmacéuticos de Uso Humano, Lineamientos
tripartitas armonizados de la ICH, Derivacién y caracterizacién de substratos
celulares usados para la elaboracién de productos
biotecnolégicos/bicldgicos, 1997, Seccisn 2.3.4.

Ph. Eur. Farmacopea Europea, 5.2.3. Substratos celulares para la elaboracion de
vacunas para uso humano

Validacion del ensayo:

Los parametros de validacién tipicos no son aplicables a este CP debido a que no pueden aplicarse
significativamente a Ensayos in vive; por tal motivo, este ensayo no ha sido validado. Siguiendo la
poliica de Merck, la compafifa apoya la investigacién de metodologias de Ensayo alterativas,
cientificamente vélidas, y reduce al minimo el ntimero de animales para investigacién al emplear
altenativas cientificamente vélidas que no contemplen la utilizacién de animales cuando sea posible. En
consecuencia, en lugar de la validacion, el procedimiento ha sido revisado contra requerimientos y
Ineamientos reguiatorios de todo el mundo. EI procedimiento es consistents con los siguientes
requerimientos regulatorios en vigor: 21 CFR Parte 610. 18(cXii); Puntos a considerar (PTC) en la
caracterizacion de lineas celulares empleadas para elaborar productos bioldgicos (1993) del CBER; Ia
Conferencia Internacional sobre Armonizacicn de Requerimientos Téonicos para el Registro de
Productos Farmacéuticos de Uso Humano, Lineamientos tripariitas armonizados de Ia ICH, Derivacion y
caracterizacion de  substratos celulares  usados para la elaboracion de productos
biotecnolégicos/biolégicos, 1997, Seccién 2.3.4; v la Farmacopea Europea, 5.2.3 Substratos celulares

para la elaboramén de vacunas para uso humano.
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Conclusién:

El procedimiento CP 9110.700 cumple con todos los requerimientos regulatorios para la Ensayo de
tumorigénesis de cultivos celulares diploides humanos y lineas celulares continuas. Se considera que el
banco de células del fabricante MRC-5 v el banco de células MRC-5 son aptos para usarse como
muestras en este procedimiento CP,

2.3.2.1.2.3 Procedimiento de control 9110.409: Ensayo de seguridad en embrién de huevo -
Fuentes de vacuna de virus humano por ruta alantolca

El procedimiento CP 9110.409, Ensayo de seguridad en embrién de huevo - Euentes de vacuna de virus
humano por ruta alantoica, describe una Ensayo de pureza in-vivo para la deteccion de agentes
extrafios. Esta Ensayo se usa para la deteccién de -agentes extrafios en productos intermedios de
vacuna a granel. Las vacunas de virus vivo y los bancos de células se Ensayon a través de [a via
alantoica de huevos de pollo embrionados, debido a que sirven como substrato de crecimiento adecuado
para muchos tipos de virus, Esta Ensayo esta disefiada para incrementar el crecimiento de agentes
extranios, especialmente aquellos capaces de hemaglutinacion,

Muestras para la Ensayo:

Banco de células madres MRC-5

Banco de células de trabajo del fabricante MRC-5
Semilla madre

Semilla de almacenamiento

Referencias y controles:

Controles positivos: Antigeno soluble tipo B del virus de la influenza
Fluido alantoico infectado por virus de influenza
(A/Guandong/25/93) '
Controles negativos: Huevos de control sin inocular
Huevos de controf de medio
Control sérico: Antisuero usado para neutralizacién
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Lineas celulares y animales de Ensayo: - 42
Huevos de gallina embrionados, de 10 a 11 dias de edad, exentos de patogeno especifico, coh calidad
para investigacidn, con certificado de estar exentos de virus de anemia dal polio (CAV) ('Char!es River
SPAFAS, Inc., Wilmington, Massachussetts, EE.UU.) '

Glébutos rojos de cobayo, de cobayos de 2 a 4 meses de edad, en Solucidn de Alsever

Globulos rojos de pollo adulto (Charles Rivers SPAFAS, Inc.)

Procedimiento:

Los fluidos alantoicos de huevos embrionados de 10-11 dias de edad (30 huevos para las muestras dg
semilla) se inoculan con 0.5 ml de Ja muestra, Los huevos se Incuban por 3 dias a 34-36°C y a una
humedad refativa del 50-70%; los huevos se examinan a trasiuz aproximadamente a las 24, 48 y 72
horas después de la inoculacién. Después del examen a trasluz a lag 72 horas, se forman fuentes de 2-5
ml de fluidos alantoicos de cada grupo de 3-5 huevos y se Ensayon posteriormente para virus
hemaglutinantes, usando controles posi'tivos y negativos adecuados. Cada una de [ag fuentes se
transfiere a cuatro husvos, usando la via alantoica, Des_pués de una segunda Incubacién de 3 dias, se
forman fuentes con los fluidos alantoicos, de acusrdo con el indeulo iniclal, y s examinan los embrionas,
Lag fuentes se Ensayon a dos condiciones de temperatura (temperatura amblents y 2-8°C) para virus
hemaglutinantes con glébulos tojos de cobayo y de pollo. La muestra eg satisfactoria of todas lag
muertes de huevo (no atribuibles a trauma por inoculacién) son negativas para los agentes extrarios, no
hay evidencia de anormalidades gruesas en los embriones y las muestras no exhiben actividad

hemaglutinante con los glébulos rojos de pollo o cobayo a ninguna temperatura.

Cumplimiento de Regulaciones Internacionales:
El procedimiento CP 9110.409 ha sido revisado contra requerimientos y lineamientos requlatorios de
todo el mundo y as consistente con:

CBERPTC  Puntos a considerar en caracterizacion de lineas celulares empleadas
para slaborar productos bioldgicos (1993), CBER FDA, V.C.1, Ensayos de
Control de Calidad, Ensayos para la Presencia de Virus, Ensayos de Rutina
para Virus Extrafios, p 19 |

Ph. Eur.Farmacopea Europea, 2.6.18. Ensayos para Agentes Extrafios an Vacunas

Virales para Uso Humano
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Validacion del ensayo: _

Los parametros de validacién tipicos no se pueden aplicar significativamente a la porcion in vivo de la
Ensayo de huevo; sin embargo, el ensayo de hemaglutinacién se validé para los parametros de
especificidad, precision intermedia v repetibilidad. Adicionalmente otros cambios a la optimizacién del
ensayo se vaiidaron subsecuentemente para hemaglutinacién. Ei ensayo optimizado incluyd el cambio
del recipiente de reaccion, de un tubo de fondo redondo a una placa de microtitulacion de fondo conico;
el cambio del diluyente de solucién salina a PBS; y el cambio de volumen del paguete de glébulos rojos
de cobayo de 1.0% a 0.5%. |

Todas las muestras probadas no deben exhibir actividad hemaglutinante con glébullos rojos de poilo o
cobayo a temperatura ambients o a 2-8°C. Las musrtes de huevo no atribuidas a trauma por inoculacién
deben estar exentas de agentes-extrafios como lo determinaran Ensayos adiclonales para contaminacién
bacteriana o por moho o por sub-paso satisfactorio ‘hacia cuatro huevos sin fluidos alantoicos
contaminados.

En la [Tabla 4] se lista un resumen de cada pardmetro avaluado durants la validacién dal método
(Unicarnente ensayo de hemaglutinacion). Los pardmetros de valoracion abordados fueron espacificidad,
pracision Intermedia y repetibilidad. Durante la validacién de este ensayo no se evaluaron la exactitud,
precision Intra-ensayo, limite de deteccin (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), linealidad, repatibilidad

¥ rango.
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