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su lugar se implementaran Ensayos de identidad consistentes con la Ph. Eur. revisada, ‘Seccidn 5.2.?, 6

Substratos celulares para fa produccién de vacunas destinadas a uso humano.

Tabla 8: Ensayo de liberacion en el Banco de Células de Trabajo del Fabricante MRC-5

Ensayo Especificacién Procedimiento de Banco de células madres del
control fabricante, lote 2026258
Frasco de banco de células de trabajo del fabricante
Esterilidag® | No dabe haber crecimiento | 9110.001 | Sin crecimients
Medio va utilizado (de células 2 Nivel de duplicacidn de poblacidn de produccién)
Esterilidad? No debe haber crecimiento ' 9110.001 Sin cracimiento
Cultivo de células Verg? No tebe observarse un efeclo citopatico 9110.668 No se observd un efecto citopético
Gultivo da células No deba observarse un efecto cilopatico 9110.668 No 56 observd un efacto eltopatico
MRC-54 '
Micoplasma, No deba obsarvarse cregimianto 9110.113 Sin crecimiento
taldo/agart .
Células (= nivel de duplicacidn de poblacidn para produgeidn)
Esterilidad? No debs haber crecimiento 9110,001 Sin crecimiento
Micoplasma, No debe haber crecimiento 8110.113 Sin cracimiento
caldolagar
Micoplasma, No dabe haber fluorescencla extranuclear 9110,339 No hay fiuorescencla extranuclear
Hoechst '
Ratories adultos® Supervivencia de ratones 280% 9110.338 280% de los rafones sobrevivieron
Ratones lactantes? Supervivencia de ratones 280% 9110.338 280% de los ralones sobrevivieron
Sequridad en cobayos? Supervivencia 280% 9110.338 280% sobrevivieron
Sequridad en congjos? Supervivencia 280% 9110338 280% sobrevivigron
Caridligis® Se deben examinar 500 melafases y deben estar | 9110.744 500 metafases examinadas v
dentro de las especificaciones ningund fuera de fas
gspecificaciones
Embrion de hueve - Ruta | No debe haber muertes de huevos ¢ anormalidades | 9110.409 No hubo muertes de husvos o
alantoica? gruesas, ni hemaglutinacidn anormalidades gruasasini
hemaglutinacidn®

Embrién de husvo - Ruta | No debe haber muertes de hueves o anormafidades | 8110.410 No hubo muettes de huevos o
do gaco de yeme? gruesas! anormalidades gruesas?
Mycobacterium No debe haber crecimiento 9110.117 No hube crecimiento
tuberctiosis in vitrod : :
Cultivo de células vere? No debe observarse un efecto citopatico 9110.668 Ne se observd un efecto citopdtico
Cultivo do células No debe observarse un electo citopético 9110.668 Ne se observd un efecto citopatico
MRC-52 :
Bacteridfagos? No se detectaron bacteridfagos 9110.220 No se detestaron bacteridfagos

sEnsayt para agenie extrana.

bEsta Ensayo no habré do reallzarss en futuros bancos de células, pero serd reemplazada por ia Ensayo de huella digital de écido nuclelca {la sspecificacion
es "cumple”) ¥ de Identidad por caridllsis (la especificacion es ‘humana, masculina’y para ser consistents con ios requerimientos da ia European

Pharmacopoeia (Ph. Eur).

1

sLa especilicacion ha sido actualizada a lo sigulente: sin muertes de huevo o anarmalidades gruesas, negativa para agenies extrafios transmisitles, sin

hemaghutinacion.

d.g especiicacion ha sido actualizada a lo siguients: sin muertas de huevos o anomalidades gruesas, negativa para agentes extrafios transmisibles.
dEnsayos realizadas por laboratorio contratado.

aN/A Indica que el ndmero de procadimisnto no es aplicabls,
IPDL: Nivel e duplicacion de la poblacién
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2.3.3 Origen e historia del virus

2.3.3.1 Historia del pasaje del virus

La cepa Oka del virus de varicela zéster (VVZ) fue desarrcllada por el Dr. Michiaki Takahashi et al. E
n el Instituto de investigacion de Enfermedades Microbianas (Biken), de la Universidad de Osaka, Japén.
El virus fue aistado a partir de fluido tomado de las vesiculas de un nific de 3 afios de edad con un
cuadro de viruela de las aves. El virus fue aislado en células de pulmén embridnicas humanas primarias
(HEL) y se pas6 11 veces en HEL a 34°C. La cepa posteriormente se hizo pasar 12 veces en fibroblastos
de embridn de cobayo (GPE) para atenuar la cepa y una vez en células diploides humanas {WI-38) al
Pasaje 24.

Un frasco de células infectadas congeladas en HEL1 GPE+2 WI-381 de la cepa de VVZ Oka del Pasaje
24 fue recibido por Merck el 14 de marzo ds 1984, proveniente de Ia Universidad de Osaka. Se realizé
un paséje en células MRC-5 a 35.5%C y se designé como Pasaje 25, Laboratorios de Investigacion de
Merck (MRL) Semilla Madre, Lote 93575, Pasajes adicionales, realizados eh células MRC-5 a 35.5C
dieron por resultado el Pasaje 28 de la Divisién de Manufactura de Merck (MMD) Semilla Madre, Lote
21902 [Tabla 9] y el Pasaje 28 MMD Semilla Madrs, Lote 2061149 [Tabla 11). Estas semillas madres se
han usado para inocular las celulas MRC-5, a fin de producir semilla de almacenamiento en el Pasaje 29

y ¢l Pasaje 30. La vacuna (Pasajes 31 y 32) esté a tres o cuatro pasajes del virus de semila madre.

En consecuencia, todos los lotes de semilla se derivan de la semilia de virus del Pasaje 24 recibida de la
Universidad de Osaka. Es de mencionarse que |a vacuna japonesa registrada y manufacturada por el
Instituto Kanoniji esté en el Pasaje 32, y GlaxoSmithKline reporta una vacuna en el Pasaje 35.

2.3.3.2 Semilla madre

La nomenclatura empleada en el dossier para los sistemas de lote de semillas difiere de la existente en
la Ph. Eur. Capitulo 5.2.1, Sin embargo, el sistema de lotificacién de semilla actualmente empleado
cumple con los requerimientos de la Ph. Eur. L.a semilla correspondients a la Semilla Madre de la Ph,
Eur. (denominada como "semilla pre-madre” en el dossler) estéd en el Pasaje 25, y se designa como
"Semilla Madre MRL, Lote 93575/MMD Semilla Pre-madre". Este lote de semilla se preparé en 1988,

Se han preparado dos lotes de "semilla madre" & partir de la "semilia pre-madre" del Pasaje 25, Lote

93576: Semilla Madre Lotg 21902 (Pasaje 28) manufacturada en-1990- Sem la Madra Lote 2061149
MERL&&.HA&P\&I:E I @A?zé ﬁl@ (Pasaje 28) y Semi
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(Pasaje 28) manuiactura@a en 1999. Estos dos lotes de semilla madre del Pasaje 28 se prepa %Eem'?«"g
pasaje de Semilla Madre MRL Lote 93575 tres veces. En cada caso, el pasaje del virus resultd en -
supensién recolectada en tripsina de células infectadas que se criopreservé hasta su uso. Cada pasaje
secuencial se hizo usando material titulado del pasaje previo, lo cual permiti la consistencia de la
infeccion, La Semilla Madre Lote 21902 y la Semilla Madre Lote 2081149 han sido aprobadas en EE.UU.
mediante Reconocimiento mutuo en 2003 para usarse en la manufactura de graneles de VARIVAX™, y -
ambas han sido empleadas para manufacturar graneles de vacuna zdster, |
2.3.3.2.1 Semilla Madre Lote 21902
Las células MRC-5 se expandieron en matraces T y después en botella "roller" para obtener la masa de
células deseada para la infeccion con virus, La Semilla Pre-Madre Lote 93575 MMD del Pasaje 25'se
expandié a la Semilla Pra-madre Lote 21764 MMD del Pasaje 26 y después a la Semilia Pre-Madre Lote
21763 MMD del Pasaje 27. Las células MRC-5 se infectaron entonces con la Semilla Pre-Madre Lote
21763 del Pasaje 27. Después de la Incubacion, sl virus se cosaché y congelé como la Semilla Mestra
Lote 21902 del Pasaje 28.
2.3.3.2.1.1 Historial del pasaje
Merck recibié un frasco de células Infectadas congeladas en HEL11 GPE2 WI-38¢ (Pasaje 24) de parte
del Dr. M. Takahashi, Institute de Investigacién para Enfermedades Microbianas (Biken), de la

" Universidad de Osaka, Osaka, Japén. |
E! historial del pasaje en Merck para la Semilla Madre Lote 21802 se resume ¢n {a [Tabla 9].

Tabia 9: Historial del pasaje - Semilla Madre Lote 21902

Nivel de pasaje Fecha de Fecha de Comentarios
infeccion recoleccion
HEL11 GPE12 WI-38: MRC-51 03-Julio-1986 08-Julic-1986 Semilla Madre MRL Pasaje 25 (Semilla
Pre-Madre MMD Pasaje 25) (Lote 93575)
HEL1 GPE2 WI-381 MRC-5; 17-Octubre-1990 | 19-Octubre-1960 Semilla Pre-Madre MMD Pasaje 26 {Lote
' 217640
HEL1: GPE12 WI-381 MRC-54 27-Noviembrea- 29-Noviembre-1990 Semilla Pre-Maore MWD Pasaje 27 (Lote
1990 21763)
HEL11 GPEz Wi-38; MRC-5, 17-Diciembre- 19-Diclembre- 1990 Semilla Madre MMD Paszje 28
1990 (Lote 21902)

g nomenclaiura empleada en el dossier para los sistemas de lotificacion de semilla difiore de la existente en la Ph. Eur. Capitilo 5.2.1.8in embargo, el
sistema de lotificacion de semilla actual cumple con los requerimientos te la Ph. Eur.,

tA los documentos de procese usados para manufacturar e Pasaje 26 y el Pasaje 27 se les asignaron inadvertidamente nimeros de lote an orden inverso de
la secuencia de manufagtura actual. .
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Todos los pasajes de Merck se hicieron en cultivos celulares de fibroblasto diploide MRC-5. Un asq] je d99 >

VVZ es una ronda de células MRC-5 de infeccion o no infectadas vy la recoleccion subsigui
células infectadas de 1 a 3 dias despues.

23.3.2.1.2 Diagrama de flujo del proceso

En la [Figura 3] se resumen los pasos del proceso de manufactura y las Ensayos de liberacion para el
Pasaje 28 en la produccion de Semifia Madre Lote 21902,

b

L

n:tggrﬂk‘l(‘; o
MERCK SHARP & D‘{*}“‘\ MERGK SHARP & DOHVE ARGENTINA ING.
© br.sanTIAGo Roohiaue
¢ JAM}J ASUE%ESCTO“ APODEFRADY PARA
1y FI\A b A&.m G MEQICOS ¥ REGULATORIOR.
" )'M mﬁfgrﬁﬁfﬁim . MAT. NAC. 51.525 w,

Mamlf-‘ﬂ






60

8BTS ig - .
[2al oY YN 4y
M&%mew 5 A SCOIG so
INoN Y300y mokomw..“.z,am«.
G904 OOV Ny g

NIVRILNI9Y 305100 3 gyinge BYET

pepiusisy
soodonjoineu sapeby

vavoldigvio 3Havin

F 3

W01 “e1eH
‘G-DHN "I Jfeins)y oann? ue pepunbag
(sequeyog] £ soynpe) ugye: ue pepunfieg

VTHWNES 30 31N3N

B[UDS 8P OpAL LD JBZIBANGHN
0,620 oleno-eusdi] uoo Jesiedsiqg .

o - vy S

plELL U AT LI AT
W DEL FHOLInRS o

won”w%qu rnEs YN i

s

N -G EHOM R AHYHS MO

N

uu %

A

N

PEpIfRD 2p [01U07) 8P SOABSUT ‘SYAISHND

pepiuaisy

F 3

YNISdIH1 NOIDOT 10034

EIPHID J2d
N5 de=e  BIpRW-21d BjILLIDS B
HYANOINI uoisuadsns uod Jejosy

]

. {OMIA Ul O43A Ul) Winyiayoeqoaiy
(1syosooy] “refiefop|eo) vwisejdoony
{(2waA ap ooes ‘odcue]e) oaany uo pepunbog
sobejousipey
SQOSYHd 05 k=
8¢d AV Y TTIINES
F 3
YOVOINOS FJHAVYIH <
HYDIHHYI0 VTIIAES 30 3ININ YONKIHINGD D:021-5 B JRUSIBUNY »
HYNIOVYIWTY A HVI3ONOOD
%01 OSWQ ebueiuoa anb efuses ap
olpow oo jejjed 1opuadsnsay =
BYLPRUBIGOS JBUBISE(] e
" " SYaYLO34NI >

NOIOO3ANI 30 NIYEL
IHAvI vTIINGS
vyavd

By 103N

A

HYENINI

* HIMIG A HI3¥H3A

224 3HAYIN-3Hd YTHNIS

A

Z0B1C 9107 - S1pEL 2jjIuas €] ap UQiddajul aD 0592014

f

Y3104 SYT13104
JND 0S8 X 0G L~

:¢ vanbiy

ONIVN NIOJVY JNHOJ B ddVHS MOHIN ©






& MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC, ¢ D onmts

fimited stcess

2.3.3.21.3 Preparacion de Semilla Madre Lote 21902

Un frasco de células MRC-5 del Banco de células de trabajo del fabricante se descongelo y expandio en
medio de cultivo. Al momento de la inoculacién del virus, los frascos de semilla pre-madre del Pasaje 27
se diluyeron con medio de mantenimiento y se usaron para infectar las células MRC-5 en botellas roller.
Las boteltas infectadas con virus se incubaron aproximadamente a 35.5°C. Las células infectadas con
virus se recolectaron de las botellas por incubacion con tripsina-citrato al 0.25%. La tripsina s¢ neutralizé
con medio de cultivo. La suspensién de células se centrifugé para retirar la tripsina-citrato. El
sobrenadante se desech6, v las pellet de células resultantes se resuspendieron en medio de cultivo que
contenia DMSO al 10%.

La suspensién de células recolectadas se vacio en fraécos, que se sellaron y congelaron. La suspension
de células congeladas constituye la semilla madre del Pasaje 28. Esta semilla madre congelada se
dividié en dos grupos de frascos, qué estdn almacenados en congeladores separados en las
instalaciones de Merck Wast Point, Pennsylvania, EE.UU.

2.33.21.4  Ensayos ds control analitico para Semilla Madre Lote 21302

Las descripciones de los procedimientos de control analitico practicados en la Semnilla Madre Lote 21902
se describen en ofra seccion de la presente monografia, excepto por tuberculosis in vivo y
neurovirulencia que se describen a continuacion.

Los ensayos de embrién de huevo (ruta alantoica), embrién de hueve (ruta de saco de yema) y Ensayo
de bacteridfage que se describen en la seccion 2.3.2.1.2.

2.3.3.21.4.1 Procedimiento de control 9110.355: Ensayo para Mycobacterium in vivo

El CP 9110.355, Ensayo para Tuberculosis in vivo (Mycobacterium avium y Micobacterium tuberculosis)
describe una Ensayo para tuberculosis in vivo en muestras de semilla de almacenamiento y semifla
madre para vacuna.

Muestras para Ensayo:
Semilla de almacenamiento preclarificada y sonicada.

Semilla madre,
b

|

MERCK S.H}*

T

&P Hi\ﬂE %G INC- | e .
87‘ /
MERGK SHARP & DOHME :@;ENT!NA ING.

7
CSGILIA CAMPOS ;

RIGUE //

Dr. SANTIAGC A
/}“arm Mg‘;“ Lok TEOMCA. DIAECTOR APODERADO PARA
MATRICULA WACIONAL 12 ASUNTOS MEDICOS Y REGULATORIOS

\ MAT, NAG 51 1508

|






& MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC. R o

S Gmied access

Lineas celulares y animales de Ensayo:
Cobayos {Cavia porcellus) cepa Hartley, 2560-350 g, de cualquier sexo. 62

Procedimiento:

A fos cobayos se les inyecta intraperitonealmente 1 mi de una muestra de semilla de virus vivo y se les
observa por 60 dias a fin de detectar muerte o enfermedad aparente. A todo animal que muera durante
el periodo de observacion se le practica fa autopsia y se realizan los cultivos, frotados y secciones
adecuadas para determinar si la causa de fa muerte es aribuible a infeccion por micobacterias. Al final
del perfodo de observacién, los animales sobrevivientes son sacrificados y se les practica la autopsia y

. 8@ les procesa de la misma manera que los animales que hayan fallecide durante la Ensayo. La Ensayo

es safisfactoria si 280% de los animales sobreviven al periodo de observacion vy si las autopsias no
revelan evidencia de infeccién por micobacterias presente en alguno de los animales de la Ensayo,

Si mas del 20% de los animales muere, es posible llevar a cabo una repeticién de la Ensayo como
resultado ds la investigacion del fracaso de la Ensayo. La investigacion consiste en autopsia integral y
Ensayos especificas (cultivos, frotados y secclones pertinentes) para infeccién por micobacterias. Si las
Ensayos especificas son negativas para micobacterlas v la autopsia integral no muestra evidencia de
tubarculosis, la Ensayo pusde repetirse.

Cumplimiento de Regulaciones Internacionales:

No existe un lineamiento especifico acerca de las muestras para Ensayo. Sin embargo, e CP §110.355,
descrito con anterioridad, es consistente con la Ph. Eur, 3era. edicion, 1977, 2.6.2. Mycobacterium
tuberculosfs. Este método de Ensayo ya no se describe en a mayoria de las ediciones recientes de la
farmacopea, pero se ha continuado en todos los lotes de semilla pues proporciona seguridad adicional
como se describid en la Ph, Eur 2.6.16,, Ensaybs para agentes extrafios an vacunas virales para uso
humano.

Validacion del ensayo:

Este ensayo no ha sido validado debido a que los pardmetros de validacion tipicos no pueden aplicarse
significativamente a Ensayos in vivo, como CP 9110.355. Siguiendo la Politica Cor'porativa 9 de Merck, la
compafifa apoya la investigacién de metodologias de Ensayo alternativas, cientificamente validas, y
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z\.
reduce al minimo el nimero de animales para investigacion al emplear altemativas cnentn‘lc:q\%r
validas que no contemplen la utilizacion de animales cuando sea posible.

En consecuencia, en lugar de ia validacion, el procedimiento ha sido revisado contra requerimientos y
lineamientos regutatorios de todo el mundo y se observa que cumple con los requerimientos reguiatorios
sefialados en la Ph. Eur., Seccion 2.6.2 (1997) Mycobacterium tuberculosis. Antes de 1995, los lotes de
vacuna a granel de virus vivo se probaban en vivo de manera adicional a los lotes de semilia. Sin
embargo, esta Ensayo posteriormente fue descontinuada por la OMS como requerimiento regulatorio.
Asi mismo, el Cddigo de Regulaciones Federales, Titulo XXI (21 CFR) 1996, Estandares adicionales
para vacunas virales, Parte 630.35(7) (sarampion) indica que la Ensayo de Mycobacterium tuberculosis
in vitro es suficiente para dichas vacunas, y no se requieren Ensayos in vivo subsiguientes.

Conclusién:
El CP 9110.855 cumple con todos los requerimientos para la Ensayo de tuberculosis in vivo en las
muestras de Ensayo.

2332142 Procedimiento de control 9110.526: Ensayo de neurovirulencia

El CP 9110.526, Ensayo de seguridad para neurovirulencia en monos para la produccién de lotes de
vacunas de virus vivos, se lleva a cabo para demostrar que la semilla madre, y en consecuencia el
producto de la vacuna, no produce efectos neurotrdpicos.

Muestras para la Ensayo:

Placebo de Semilla Madre clarificado y sonicado.
Semilla Madre colectada en perla, ¢larificada y sonicada
Semilla Madre

Referencias/Controles:

Control negativo: Ocho monos inyectados con placebo

Control de contacto: Cuatre monos de contacto susceptibles, uninoculados
Lineas celulares/Animales de Ensayo:

Mono verde africano (Cercopithecus aethiops) 1.8 - 2.4 kg, de cualquier sexo
Mono rhesus (Macaca mulatta) 1.8 - 2.4 kg, de cualquier sexo

g,
as,
ey

Mono cynomolgus (Macaca fasc:cuians) de 1.8 & 2.4 kg, de cualquier sexo’ S
\ G
ERCK SHake & uOﬁ“ﬁEWS, " WERCK SHARP & DOHME ARgenTiyg N,
: i Dr. SANTIAGO
L DIECTO RODR £ -
,u\ ﬁ Li# V%NP'-‘F’G‘* ASUNTOR mig,’%\%\%%?é@&i or:uos

e Mmﬁlbw ;"\ H”‘






© MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC. R Bt

T Bited acoes s

Procedimiento:

La Ensayo in vivo para neurovirulencia en monos requiere inyeccidn de semilla rmadre o plac
Macaca exentos de virus (rhesus o cynomolgus) o monos Cercopithecus (verde africano) que sean de
cualquier sexo y que pesen entre 1.8 y 2.4 kg. Un grupo de control de contacto de monos, que no son
inoculados, se intercalan entre la poblacion inoculada con vacuna. Antes de ser inyectados, se toma una
muestra de sangre a los monos, a fin de verificar la presencia de anticuerpos a los antigenos del VVZ.
Cada mono en los grupos de vacuna y placebo reciben las siguientes inyecciones de vacuna o placebo:
inyeccion intratalamica de 1.0 ml, inyeccion intragspinal de 0.5 ml & inyeccién intramuscular de 1.0 mil,
Asi mismo, cada mono recibe intramuscularmente 4.0 ml de acetato de cortisona e intramuscularmente
1.0 mi de penicilina procaina.

Después de la inoculacién, los monos se colocan en observacion por 17 a 21 dias, en busca de
gvidencia de trastornos neurologicos. Para que la Ensayo sea considerada como valida, un total del 70%
de los monos deben sobravivir las primeras 48 horas; y hasta el 30% de los monos se puede reemplazar
con un nimero igual de monos clasificados. Todo mono que no sobreviva después de las primeras 48
horas se pesa y se somete a autopsia. Adicionalmente, por lo menos el 0% de los animales inyectados
¢con la vacuna deben sobrevivir al perfodo de Ensayo sin perder méas del 25% de su peso corporal. Por
otra parte, al menos el 80% de los animales inyectados con la vacuna que sobrevivan mas de las
primeras 48 horas deben mostrar avidencia gruesa 0 microscépica de trauma por inoculacién en el area
taldmica del cerebro y la regidn lumbar de la medula espinal. Por Gltimo, para que la Ensayo sea
considerada come valida, por lo menos el 80% de los monos inyectados con fa vacuna deben mostrar
conversién seroldgica de anticuerpos para el VVZ.

Después de terminar el periodo de Ensayo, se extras sangre a los monos inoculados con la vacuna v el
placebo, para finaimente practicarse la autopsia. Se colecta cerebro y médula espinal de cada mono para
examinarse, tanto de manera gruesa como microscopica, para verificar si hay presencia de cambios
neurolégicos. Se considera que se pasa la Ensayo si no hay evidencia de cambios en el sistema
netvioso central, tanto en monos inyectados con vacuna como en inyectados con placebo, atribuibles a
la presencia de neurotropismo inusual o replicacion del virus de semilla, y no hay evidencia de agentes
neurotrépicos extrafios. Las muestras de suero de los monos de control de contacto, extraidas al
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momento de inocular el virus de semilla y 10 dias después del Ultimo dia de observacion, deb

exentas de anticuerpos para el virus. Los monos de contacto no son sacrificados.

Cumplimiento de Regulaciones internacionales:
El CP 9110.526 ha sido revisado contra raquerimientos y lineamientos regulatorios de todo el mundo y es
consistente con:

Ph. Eur.Farmacopea Europes, 2.6.18 Ensayos para neurovirulencia de vacunas de
virus vivos

OMS Serie de reportes técnicos de la Organizacion Mundial de Ia Salud, Numero
840, 1994, Anexo 3, Ensayos en lotes tle semilla de virus, Ensayos para
neurovirufencia, Ill.A4.2.1

Validacién del ensayo:

Los parAmetros de valldacién tipicos no son aplicables a este CP ya que no se aplican significativamente
a Ensayos in vivo, En consecuencia, este ensayo no ha sido validado. Siguiendo la Poiitica Corporativa 8
de Merck, la compafiia apoya la investigacién de metodologias de Ensayo alterativas, cientificamente
vélidas, y reduce al minimo el nimero de animales para investigacion al emplear alternativas
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
lineamientos regulatorios de todo el mundo. El procedimiento es consistente con los siguientes
requerimientos regulatorios: Serie de reportes técnicos de la Organizacién Mundial de la Salud, Numero
840, 1994, Anexo 3, Ensayos en lotes de semilla de virus, Ensayos para neurovirulencia, ILA4.2.1y Ph,
Eur., 2.56.18 Ensayos para neurovirufencia de vacunas de virus vivos.

Conclusion;

El CP 9110.526 cumple con todos los requerimientos regulatorios para Ensayo de neurovirulencia de
semilias de virus. Se considera que las muestras de Ensayo son adecuadas para usarse como muestras
en este CP.

233215 Ensayo de liberacion en Semilla Madre, Lote 21902

Los resultados de la Ensayo de liberacion realizada en la Semilla Madre Lote 21902 se muesiran en la
[Tabla 10]. La semilla se probd de acuerdo con los Puntos a considerar en la caracterizacion de fineas
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uso humano. Las Ensayos de identidad se realizan después de fa sonicacion de la vacuna a granel, una

vez que la neutralizacion de anticuerpo puede realizarse de manera confiable.

Tabla 10: Ensayo de liberacidn en Semilia Madre Lote 21902
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Productos intermedios y Especificacion Procedimiento de Semilla Madre
Ensayo control Lote 21902
Semilla asociada a célula
|_Esterilidad No debe haber crecimiento 9110.001 Sin crecimisnto
Titulacién de la infectividad | Para Informacién 9110.551 8.54 % 105 UFPa/ml
Semilla preclarificada y sonicada
Micoplasma, Caldo/Agar No debe haber crecimiento 9110.113 Sin erecimignto
Micoplasma, Hoechst No debe haber fiuorescencia | 9110.339 Sin fluorescencia
gxtranuclear extranuclear
Mycobacterium fuberculosis | No debe haber crecimiento 9110.117 Sin crecimianto
in vitro
Mycobacterium tubercuiosis | No debe haber ¢recimisnto 8110.355 Sin crecimiento
in vivo '
Ratones adultos Supervivencia ds ratones 280% 810,115 280% ds los ralones
. sobrevivieron
Ratonas lactantes Supstvivencia de ratones 280% 210,118 280% de los ratones
sobrévivieron
Cuttivo de células vero No debs observarse un efecto | 9110.668 No se observd un efecio
citopético ] N ¢itopético , o
Cultiva de céluias No debe observarse un efecto | ©110.668 No se¢ observd un efacto
MRC-5 titopético oitopatico
Cultivo de céiulas Hel.a No debe observarse un efecto | 9110.668 No se observd un sfecto
cllopatico citopatico _
Cultivo de células No debe observarse un efscto | 9110.868 No se observé un efecto
LLC-MKs citopatico cltopético ,
Embrién de huevo - alantoico | No debe haber muertes de huevo o { 9110.400 No hubo musrte de hueves o
anormalidades grussas/i _ anormalidades  gruesas/ni
hemaglutinacion® hemaglutinagion®
Embrién de huevo - saco de | No debe haber muertes de huevos o | 9110.410 No hubo muertes de huevos
yema anormalidades gruesase 0 anormalidades gruesast
Bacteridfagos No se deben detectar bacteridfagos 8110.220 No 56 tetactaron
bacteribfagos
Semilla clarificada y sonicada
Esterilidad No dabe haber crecimiento 9110.001 No hubo crecimiento
Neurovirulencia de monos No debe haber evidencia de | 9110.528 No hubo evidencia de
neurovirulencia neurovirulencia
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