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Tabla 10: (Continuacién) Ensayo de liberacion en Semilia Madre Lote 21902

Productos intermedios v Especificacion Procedimiento de Semilla Madre
Ensayo control . L.ote 21802

Fiuido de control

Contenido de virus No debe observarse un efecto citopatico 9110.551 No sg observo crecimiento
citopatice

Esterilidad No dahe haber crecimiento 9110,001 8in crecimlento

Células de conirol _

[dentidad cariolbgica Humang, maghe 9110.744 Humena, mache

Hemadsorcion No debe detectarse ninguna 9110.527 No se detectd ninguna

Fuente de ¢control

Esterilidad No debe haber crecimignto 9110.001 No hubo ¢recimiento

Micoplasma, Caldo/Agar Mo debe haba: crecimiento 9110.113 No hubo cregimiente

Cultivo de célutas Vera No deba observarse un efecto citopéico 9110.668 Mo se observd un efecio
citopético

Cultivo de células No debe observarsa un efecto titopélico 9110.668 No se observé un efacto

MRC-B citopatico

Cultive de células Hela No ciebe observarse Un afacto cliopatico §110.868 ' No 86 observd un efecle

_ “citopético

Plagebo clarifieatic y sonicado

Eatorilidad - | No dabe habar crecimiento 9110.001 Mo hubo srecimiente .

Neurovirtiancid en mong No debe  haber evidencla de | 9710.826 Ne hubo  evidencia de

neutovirulaneia nalirovirdlencla

WJEP: Unidades formadoras de placa

bLa especificacton ha sido actuailzada a io siguiente: no hay muertes de huevos o anormalidades gruesas, negative para la
transmislén de agentes extrafios, sin hemaglutinacion.

*La especificacion ha sido actualizada a lo siguienie: no hay muertes de huevos o anormelidades gruesas, negativo para agentes
extrafios transmisibies, :

2.3.3.2.2 Semiila Madre Lote 2061149

Las células MRC-5 se expandieron en matraces en Ty después en botellas "Roller" para obtener ia
masa celular deseada para la infeccion por virus. El Pasaje 25 de Semilla Pre-Madre de la Division de
Manufactura de Merck (MMD) Lote 83575 se expandi6 al Pasaje 26 de Semilla Pre-Madre MMD Lote
2039964 y después al Pasaje 27 de Semilla Pre-Madre MMD Lote 2061149, Las células MRC-5 se
infectaron con el Pasaje 27 de semilla pre-madre MMD para generar el Pasaje 28 de semilla madre
MMD. Después de la incubacion, el virus se recolecté y congeld como el Pasaje 28 de Semilla Madre
Lote 2061148,
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2.3.3.2.2.1 Historial del pasaje -

Merck racibié un frasco de células infectadas congeladas en HELy GPE12 WI-38: (Pasaje 24) del DF.
Takahashi, dsl Instituto de Investigacion para Enfermedades Microblanas (Biken), Universidad de Osaka,
Japén. ‘

El historial del pasaje de la Semilla Madre Lote 2061149 se resume en la [Tabia 11].

Tabla 11: Historial de Pasaje - Semilia Madre Lote 2061149

Nivel de Pasaje Fecha de Infeccidon | Fecha de Recoleccibn Comentarios
HEL11 GPEz WI-38; MRC-54 03-Julio-1986 08-Julio-1986 Pasaje 25 Semilla Madra MRL
(Pasaje 25 Semilia Madre MMD)
{93576)e
HEL11 GPE12 WI-381 MRC-5: 14-Julio-1996 16-Julio~1996 Pasaje 26 Semilla Pre-Madre MMD
| | (2039964)
HEL1 GPE1z WI-384 MRC-5; 14-Die-19¢8 18-Dic-1808 Pasaje 27 Semilla Pre-Madra MMD
‘ (2061149Y)
HEL11 GPE12 WI-38; MRC-54 08-Feb-1999 10-Feb-1993 'Fasaje 28 Semifla Madre MMD
(20611494

al.a nomenclatura empleada en el dossier para los slstemas de lotificacion de semilla diflers de la existente en la Ph. Eur. Capitule
5.2.1, 8ln embargo, of sistorna de lotificacién de semilla actual cumple con los requerimientos de la Ph. Eur. que se desarlben en la
bE| Pasaje 27 y ¢l Pasaje 28 tienen ol mismo himero de lote debido a que ambas fases de la manufactura quedaron ¢ontenidas an
un mismo documento de proceso.

Todos los pasajes de Merck se hicieron en cultivos celulares de fibroblastos diploides MRC-5,
233222 Diagrama ¢le Flujo del Proceso

En la [Figura 4] se resumen los pasos del proceso de manufactura y la Ensayo de liberacion para la
Semilla Madre Lote 2061149,
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2.3.3.2.23 Preparacion de la Semilla Madre Lote 2061149 o e

La Semilla Madre Lote 2061149 se manufacturd siguiendo esencialmente el mismo proceso qu
Semilla Madre Lote 21002 {(es decir, tres pasajes en células MRC-5, comenzando con el Pasaje 25 de
Semilla Madre MRL Lote 93575). Para asegurar la consistencia de la infeccidn, cada pasaje uso material
asociado a células recolectadas v tituladas. Al final de cada pasaje, la capa de células infectadas se
recolectd por tripsinizacion, se resuspendié en un medio que contenfa DMSO al 10% (v/v) y se congelo y
almacend a £-120°C.

La Semilla Madre Lote 2061149 se hizo a partir de aproximadamente 130 botellas roller y genero
aproximadamente 270 frascos, con virus suficiente para infectar 29 semillas de almacenamiento del
Pasaje 12-18. '

2.3.3.22.4 Ensayos de contro! analitico para la Semilia Madre Lote 2061148

Las descripciones de los procedimientos de control analitico efectuados en la Semilia Madre Lote 21902
8¢ incluyen en punto 4.2; excepto por tuberculosis in vivo que se describe en ef punto 2.3.3.2.1.4.1
neurovirulencla que se describe en el punto 2.3.3.2.1.4.2, embrién de huevo (ruta alantoica) que se
describe en el punto 2.3.2,1.2.3, embribn de huevo (ruta de saco de yama) que se describe en el punte
2.3.2.1.2.4, Ensayo para bacteriéfagos que se describe en fa 2.3.2.1.2.5.

2.3.3.2.2.5 Ensayo de liberacion en la Semilla Madre Lote 2061149

Los resultados de la Ensayo de liberacion efectuada en la Semilla Madre Lote 2061149 se proporcionan
en la [Tabla 12). Las Ensayos en los controles de semilla se muestran en la [Tabla 13},

Asf mismo, se realizaron anlisis de secuencia y restriccién de sitio para confirmar la consistencia del
virus de vacuna del Pasaje 32 a partir de la Semilla Madre Lote 2061149 y el virus de vacuna del Pasaje
31 a partir de la Semilla Madre Lote 21902. Los resultados de este estudio fueron consistentes con los
de un estudio previo que comparé ta vacuna a grane! del Pasaje 31 fabricada mediante versiones previas
del proceso de fabricacién de la vacuna a granel. La secusncia del consenso no mostré diferencia en el
material generado a partir de semillas madres viejas y nuevas derivadas de Semilla Madre Lotes 21902 y
2061149,
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Tabla 12: Ensayos de Liberacion en Semilla Madre Lote 2061148

Productos intermedios y | Especificacién Procedimiento de | Resultados
Ensayo tontrol Semilla Madre
Lote 2061148

Semifla asociada 4 célula

Esterilidad No debe haber crecimiento 9110.001 Sin ¢recimiento

Thulacion de la infectividad | Para informacion 9110.551 4,19 x 108 UFPa/m|

Identidad Reduccion  280% en ef efecto | 9110.551 Reduecidn  280% en el
citopatico  tipico  con  antisuero efacto cifopatico tipico con
hormélogo antisuero homdlogo

Semilia recolectada-perla

Esterilidad No debe haber crecimiento 9110001 No hube crecimiento

Micoplasma, Caido/Agar No debe haber crecimiento 8110,143 No hubo ¢regimlento

Micoplasma, Hoechst No debe haber fluorescencia | 9110.339 No hubo fluoreseencia
gxtranuclear extranuclear

Semilla recolectada-perla, clarificada y sonicada '

Esterilidad No debe haber crecimiento 9110.001 No hubo crecimionto

Titulagién Infectividad Pata informacion 8110.551 4,92 x 10¢ UFP/mi

Neurovirulencia mong No debe haber evidencia de | 9110.526 Sin gvidencia de
neurovirulencia naufovirulencia

Suspension de semilla recolectada-tripsina

Esterllidad No debe haber crecimiento 0110.001 No hubo cretimiento

M. tuberaulosis In vitro No daebe habsr crecimiento 9110.117 No hubo ¢reclmlanto

M. tubsrculosis in vivo No debe habar cregimiento 9110355 No hube erecimlanta

Ratones adultos Supervivencla de ratones 280% §110.115 280% de los ratones

_ sobravivieron
Ratones iactantes Supervivencia de ratones 280% 9110.115 280% de los ratones
sobrevivieron
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 Tabla 12 (Cont.) :Ensayos de Liberacion en Semilla Madre Lote 2061149
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intermedios ¥

Productos Especificacion Procedimiento de | Resultados
Ensayo control Semilla Madre
Lote 2061149
Suspension de semilla recolectada-tripsina {Cont.)
Cultivo de células Vero No debe observarse un efecto citopatice 9110.668 No se observd un efecto
gitopatico
Cuitivo de céluias No debe observarss un efecto citopalico 9110.668 No ss observd un efecto
MRC-5 citopatico
Cultivo de células HelLa No debe observarse un efecto citopético 9110.668 No se observd un efecto
citopético
Cultivo da céiulas No debe observarse un efecio citopético 9110.668 No se observd un efecta
LLC-MKa citopatico
Embrin ce huevo - Ruta | No debe haber muertes de huevo o [ 9110.408 No hube muerte de huevos o |
alanfoica anormalidades gruesas/nl hemaglutinacion® anormalidades grugsas/ni
hemaglutinacion®
Embrién de huevo - Via saco de | No debe haber musries de huevos o | 9110.410 No hubo muertes de huevos ©
yaIma anormalidades gruesas® anormalidades griesas®
Bacteridfagos No se deben detectar bacterlofagos 9110.220 No g detectaron bacteridtagos
Medlo ya utilizado de la Semilla Pasaje 28
Estorilidad No debe haber cracimiento 9110.001 No hubo racitnisnto
Micoplasra, Caldo/Agar No debe haber crecimiento 8110,113 No hubo crecimiante
Micoplasma, Hoechst No tlabe haber fluorescencla extranuclear | 9110338 No hubo fiuorasoencia
gxtranuclear
Cultivo celular Vero No dabe observarse un sfecto citopétieo §110.668 No ése observd un  alects
N - ¢itopatico _
Cultive celular MRC-5 No tabe observarse un efecto clopatics 8110.888 No ése observd un  efeclo
: gitopatico
Cuitivo celular Hela No debe obsarvarss Un efacto cltopatico 8110.668 No ése observd un  alecto
, . cliopatico
Cultive Calular LLC-MK:2 No debe observarse un efecto eitopdtico §110.668 No ése thearvd  un  efecly
itopatico

aFP; Unidades formatloras de placa i

bLa espesificacién ha sido sctuallzada a 1o siguiente: no hay muertes to huevos o anormalidades geuesas, negativo pata la transmisidn da agentes
extrafios, sin hemaglulinagién,

*La aspecificacion ha sido actualizada a fo sigulente: ne hay muertes te hueves o anormalidades gruesas, negativo para agentes extrafics
fransmilsibles,
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Tabla 13: Ensayos de Liberacién en Controles de la Semilla Madre Lote 2061149
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Productos intermedios y - Especiticacion Procedimiento de | Resultados Semllla Madre
Ensayo control Lote 2061149

Células de control

Identidad cariolégica Humana, magho 8110.744 Humana, macho

Hemadsoreion No debe detectarse ninguna 9110.527 No se detectd ninguna

Fluldos de control recolecelén final

Esterllidad No debe haber crecimiento 9110.001 No hubo crecimianto

Micoplasma, Galdo/Agar No dabe haber cresimiento 9110.13 No hubo eresimiento

Micoplasma, Hoechst No debe observarse fluorescencia | 9110.339 No se observé fluorescencia
extranuclear extranuclear _

Cultivo de células Vero No dshbe observarse un efecto | 9110.668 No se observd un efeclo
citopatico cltopético

Cultivo da células No deba observarse un efecto | 9110.668 No se obsarvé un efecto

MRC-5 citopatico citopatico

Cuttivo de células Hel.a No debe observarse un efecto | 9110668 No se observé un efecto
citopatico citopatico

Cultivo de celulas No debe observarse un efecto | 9110.688 No sg observd un efecto

LLC-MKz citopético citopatico

Células de control recolectadas-perla

Esterilidad No debe haber cracimiento 9110.001 No hubo crecimiento

Micoplasma, No debe haber crecimiento 9110.113 No hubo cracimiento

Caldo/Agar

Micoplasma, Hoschst No debe haber fluorescencia | 9110.339 No hubo fluorescencia
axiranuclear ' exiranuciesar

Células de controi recolectadas-perla, sonicadas y clarificadas (Placebo neurovirulencia)

Esterllldad No debe haber crecimiento 9110,001 No hubo erecimiento

Titulacldn infectividad Para informacitn 8110.551 Ninguna disponible

2.3.3.3 Semilla de almacenamiento Pasaje 29

La semilla de almacenamiento del Pasaje 29 se hace al infectar células MRC-5 con semilla madre.

El tamafio de lote de semilla madre tipicamente ha sido de 300-400 boteflas "rofles’, generando un

minimo de 300 frascos. Un lote de vacuna tipico consume aproximadamente ocho frascos de semifla de

almacenamiento; en consecuencia, una semilla de almacenamiento produce aproximadamente 40 lotes

de vacuna.
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2.3.3.3.1 Diagrama de flujo del proceso

En la [Figura 5] se resumen los pasos del proceso de manufactura para:a produccion de se
almacenaje del Pasaje 29. Las Ensayos de liberacidn se indican en los pasos correspondientes dg
proceso.
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