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2.33.3.2 Preparacion de semilla de almacenamiento Pasaje 29

medio de cultivo. Al momento de Ja inoculacion, los frascos de semilla madre se retiran del
almacenamiento a £-120°C y se funden. La suspensién de células de semilla madre Pasaje 28 s¢ diluye
de manera continua y se usa para infectar las células MRC-5 en botellas "roller". Las botellas "roller"
infectadas con virus se incuban por aproximadamente 2 dias, a aproximadamente 35.5°C,

Al momento de la recoleccion, se colectan las células infectadas con virus de cada botella "rofler®
afadiendo tripsina-citrato al 0.25%, incubando y posteriormente neutralizando la tripsina con madio de
cultivo. La suspension de células se centrifuga y las pellet celulares resultantes se resuspenden en
madio de cultivo que contenga DMSQ al 10% (p/p).

La suspension de células resuspendidas constituye la semilla de almacenamiento del Pasaje 29. La
semilla de almacenarniento se dispensa, sella y congela para almacenarniento a largo plazo a s -120°C.
La semilla de almacenamiento se distribuye en varios congeladores en la planta de Merck, en West
Point, Pennsylvania, EE.UU. '

2.3.3.3.3 Ensayos de contro! analitico para la Semilla de Almacenamiento del Pasaje 29

Las descripciones de los procedimlentos de control analitico realizados a ia Semilla de Almacenamlento
del Pasaje 29 se mancionan en el punto 4.2; excepto por fubareulosis In vivo que se describe an punto
2.3.3.2,1.4.1, embrion de huevo (ruta alantoica) que se describe en punio 2.3.2.1 .2.3,4embri6n de husvo
(ruta de saco de yema) que se describe en la 2.3.2.1.2.4, y Ensayo de bacteriéfagos que se describe en
la 2.3.2.1.2.5.

23334 Ensayo de liberacién en Semilla de Aimacenamiento del Pasaje 28

Los resultados de 'a Ensayo de liberacién realizada en la Semilla de Almacenamiento de Varicela Lote
2029764 se proporcionan en la [Tabla 14]. La Ensayo de fiberacién de la semilla de almacenamiento se
realiza de acuerdo con los Puntos a considerar en la caracterizacion de lineas celulares empleadas para
elaborar productos biolégicos (1993), del Centro de evaluacién e investigacion biclégica (CBER) y la Ph.
Eur,, Seccion 2.6.16, Ensayo para agentes exirafios en vacunas virales para uso humano, con excepeion
de la Ensayo de identificacién de virus. La Ensayo de identidad de virus no se realizé porque e virus de
semilla esta asociado a la célula y no se puede Inactivar adecuadamente usando anticuerpos del suero.
En lugar de eso, la Ensayo de identidad se realiza después de la sonicacion de la vacuna a granel,
cuando la neutralizacion de anticuarpos se puede realizar con&p%!ggﬁﬁﬁp & DOHME ARGENTINA NG |
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Tabla 14: Ensayo de liberacién en semilla de almacenamiento del Pasaje 29

Productos intermedios y | Especificacion Procedimlento de | Semilla de almacenamiento

Ensayo control Lote 2029764

Semilla asociada a célula

Esterilidad No debe haber crecimiento 9110.001 No hubo crecimiento

Titulacion infectividad Para informacién 0110.551 2.4 x 106 UFPa/ml

Semilla sonicada

Micoplasma, Caldo/Agar® No debe haber crecimiento 9110113 No hubo crecimiento

Micopiasma, Hoechst? No - debe haber fluorescencia | 9110.338 No huba  fluorescencia

: extranuclear extranuciear

Mycobacterium tubarculosis | No deba haber crecimiento 9110,117 No hubo crecimiento

in vitro

Mycobacterium tuberculosis | No debe haber crecimiento 9110.355 No hubo ¢recimiento

I vivot

Ratones adultos 280% de los ratones cieba sobrevivir 9110.115 280% de ios ratones
sobrevivié

Ratones lactantes 280% da los ratones debe sobrevivir 8110.115 280% do los  ratones
sobrevivio

Cultivo de células Vero No debe observarse un efecto | 9110.668 No se observd un electo

citopatico citopatico -

Cultivo de células No deba observarse un efecto | 9110.668 No s¢ observd un efecto

MRC-5 citopatico citopatico

Cuttivo de células Hela No debe observarse un efecto | 9110.668 No se observd un sfeck

cllopético , _ | cltopético . _
Cultivo de células No debe observarse un efecto | 8110.668 No se observé un efecto
 LLLC-MKz citopatico , citopatica
Embrién de huevo- No debe haber muertes de huevo o | 9110.408 No hube muettes de husvo o
Ruta alantolca anormalidades grussas/sin anormalidades  gruesas/sin
- hemaglutinacion? hemaglutinagiond

Embrion de huevo- No debe haber muertes de huevo o | 9110.410 No hubo muertas de huevo @

Ruta saco te yema anormalidades gruesase anormalidades gruesas®

Bacteridfagos No deben detectarse bacteriotagos 9110.220 No go detectaron

bacteridfagos
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el Pasaje 29 se lleva a cabo exactamente como se describié previamente para la ‘semila
almacenamiento del Pasaje 29. El Pasaje 30 se model6 a partir del proceso actual.

2.3.3.4.1 Diagrama de flujo del proceso
En la [Figura 6] se resumen los pasos del proceso de manufactura para la produccion de la semilla de

almacenamiento del Pasaje 30. Las Ensayos de liberacion se indican en los puntos corraspondientes del
proceso.

.

. iR .,..\ g -
o N, R
g

N !f' ."‘: ";r -
MERCK SH)&?P & DGHME ARG, INC MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC,
\r\ Gr. SANTIAGO ROD@FGUE
: . DIRECTOR APODERAD FARA
Earmm. eRIA CECILN CAMPOS _ ASUNTOS MEDICOS ¥ REGULATORIOS
IARIA CECILIN CAM ., MAT.NAC. 81625
MATRIGULA NAGISNAL, 12374 e






cpoowN AW n P
|\\\ L fkzeis D nznmunomrﬂ SOINGSY 14 -

3,

¥ 8O103xi0; BEZL TIHOIEH FIROELY

INDAOH ODVLINYS .zu 50 _%.am %ﬂﬁ%ﬁ e
| ", “ e d %S
o1 YNILNEUY WHOD B SUVS A
BILUUBIUIEA 8D OIpBID UCS A, g 62d Se|nieo C- Lo
JjuBpeUBIgoS Jepedsad, 8p uoisuadsns 0D JER8UY, ONY DU INHOT T AHVHS ORI
| _
c . > SYQv.103:NI ogd
62d HVONHJHINID 0€0 V103Nt ~HITIOH. SVT113i08

DAYND 8P OIPaLY UOD JeZIBANSN,

9,620 fe opeso-euisdy) uod tesiadsiq, | 0€d VTIINGS
YNISdIHL NOIDDT10934 < < < 3d NOIDO3dNI
HYSNONI Ydvd 437104,
SY113104d 005=
05596~
A
e Jeqnou
Hvanoni
EPIN|ID SEINISO 8p
ugisuadsns uod Jepajy
_ TdVTTIIWAS
-« < + < 3d NOQIDD3ANI vdHvd <
6cd HVIOddNI 4 «~HIATIOH. SY113109 05=
dind
A HIGNNS
SNHIA
NOD NOIOJ3-4NI YHVd
8¢d IHAVIA VTHIINIS «~HITIOH., SVT113104d

U01295]0991 ap 0s2204d A pg alesed [op ojus|LRUAIRIIIR SP BIIIWAS B] 9P UOI0BJU]
:9 InbIY _
S5900F POTIAR

mm.». .
rmppealy ONITNLINTG ¥ IWHOA R dHVYHS MOHAN €






PEDIANDBIUI UDIOEINY ]

™

e

e

Mwmxtm OV AV

SOIBOIYVINDIY A SOIIRAN MQPZDMK

YHY S COVHICOSY HOADIEIG
ANDIHGOH COVIINYS g

Ohil YNLINIDHY INH0A 3 JUVHS M3¥3N

..)I. %

&Uﬂzku.r
) 4.1:

4]

m

. i WM
pepESSP .@.Hmm wna%%@m:m SBAISING

L

.\-h\

. pepiuapy
! pepiuasy
rd \
SOOSVH 006 V.LSVH)
VavIianvNod P
0£d OANIINYNIOYIWTY | °0oh™ B JEUSIRUY,
3d VIIWIS A HVTIONOD
3
HVSNadsId
SY1N13o
3a 3NN

(A} o011 4

OSWa A (v/a) %06 Sa4
Uoo eIaISs
lapuadsnsay,

S)uBpeUDIGoS Jepeddeq,

0Ed HVDNHHELINID

(5-08W ‘oi8p) +BiNSy opifs; pepunbeg
(ewoA

OAIIIND 5P OIPAW U0D JEZERNSN,

9,5 0 oreiyo-euisdhy uod resiadsi],

A

(6-DHW ‘oi8p) aenst onno pepunbag
(1syoooHebyopien) eluserdooy
pPEpPIUaIS]

VYNISdidL NOIOJT1003Y

{89d N3) ap 0oes A oojouele) onsny pepunbias
VMISJIHL NI YAV 10310234 {(swuegor) A oynpe) upres pepunbas
OLNIINVNIOVIN TV (oA U “olpa W) sisonosegnt W
IA YTUNIS sobejoualoeyg
pepijusIsy
{sod ;
N3) ViH3d N3 vav10a1003H (isyos0H “1eby/opje))
IrvNIOVITY 3a YTIINES Buwiseidooiyy
_ pepiuelsgy
Vid3d N3 NOIDD31003d
sl E= B Ieqhou]
< 0av LO3ANI 0td

HYEnoNI

oavzriin

YA OId3diN

NOJ .H3T10d. SYTI3.L04d

110192910924 9p 0sa00id A g afesed [op ojusiBUBIEIWLE S BjIUSS B] 8P U0II93JY] :(Tu0o)) 9 Binbig

%&mﬂw
Foptgsay

ONITNLLNTY W INHOQ B dHVYHS MOHIAN ©






& MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC. R"g"é:;:z..,",.

fintifed access

2.3.3.4.2 Preparacion de la semilla de almacenamiento del Pasaje 30 e

2.3.3.4.2.1 Banco de Células MRC-5

Un frasco de células MRC-5 del Banco de Células de Trabajo del Fabricante se funde y expande en
medio de cultivo. Al momento de la inoculacién del virus, los frascos de semilla madre del Pasaje 28 se
retiran de su almacenamiento a £-120°C y se funden. La suspension de semilla madre del Pasaje 28 se
diluye con medio de mantenimiento y' las células se infectan con semilla madre diluida. Las boteilas
"roller" infectadag con el virus se incuban aproximadamente a 35.59C,

L.as células infectadas con virus semilla del Pasaje 29 se colectan de cada botella "roller" incubando el
cultivo de células con tripsina-citrato al 0.25% y después neutralizando la actividad de la tripsina con
medio de cultivo, La suspension de células se centrifuga y las pellet de células resultantes se
resuspenden en medio de mantsnimiento.

Las botellas "roller” con semilla del Pasaje 30 se infectan con célutas semilla del Pasaje 29 v se incuban
aproximadaments a 37¢C.

Al momento de la recoleccién, las células infectadas con virus del Pasaje 30 son recolectadas de cada
botella por incubacion con tripsina-citrato al 0.25% y neutralizacion posterior de la actividad de la tripsina
con medio de cultivo. La suspensién de células se centrifuga v Iés peilet de células resultantes se
resuspenden en suero bovino fetal (FBS) al 90% (v/v) inactivado por calor, irradiado con UV y DMSO al
10% (viv).

La suspensidn de céiulas resuspendidas constituye la semilla de almacenaje del Pasaje 30. La semilla de
almacenamiento se dispensa en frascos que se sellan y congelan para almacenamiento a largo plazo a
£-120°C. La semllla de almacenamiento se distribuye en varios reftigeradores en las instalaciones de
Merck en West Point, Pennsylvania, EE.UU.

2.3.3.4.3 Ensayo de control analitico para la semilla de almacenamiento del Pasaje 30

Las descripciones de los procedimientos de control analitico realizados en la Semilla de Almacenamiento
del Pasaje 30 se muestran en la Seccion 3.2.8.4.2-varicela, excepto por tuberculosis in vive que se
descnbe en el item 2.3.3.2.1.4.1, embrién de huevo {ruta alantmca) que-se- descnbe en el item
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2.3.2.1.2.3, embrion de huevo {ruta de saco de la yema) que se describe en el item 2321%.
para bacteridfagos que se describe en el item 2.3.2.1.2.5.

23.344 Ensayo de liberacién en semilla de almacenamiento del Pasaje 30

La Ensayo de liberacion en semillas de almacénaje se realiza de acuerdo con los Puntos & considerar en
la caracterizacion de lineas celulares émpleadas para elaborar productos bioldgicos (1993) del CBER, y
la Seccién 2.6.16 de la Ph. Eur., Ensayos para agentes extrafios en vacunas virales para uso humano.

Los resultados de la Ensayo de liberacion en los dos lotes de semilla de almacenamiento del Pasaje 30
se muestran en la {Tabla 15). Lé Semilla de Almacenamiento, lote 2067149, del Pasaje 30 se fabricé a
partir de Semilla Madre, Lote 21902, La Semilla de Almacenamiento, Lote 2063706, del Pasaje 30 se
fabricé a partir de Semilla Madre, Lote 20611489,
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2.4  Control de los pasos criticos y procesos intermedios

Para asegurar un desempefio consistente del proceso se establecieron parametros criticos del proceso
(CPP} y atributos de calidad criticos (CQA).

2.5 Validacién y/o Evaluacion del proceso ‘

El proceso de manufactura de la vacuna a granel se revisé en 1998 y ée validé prospectivamente. La
validacion del proceso se dividié en tres partes que son representativas de los tres procesos de lote
empleados en la fabricacién del granel dispensado, El primer proceso de lote es la expansion de las
células MRC-5; el segundo proceso de lote es la manufactura de los fluidos de virus recolectados (HVF);
y el tercer proceso de lote es la manufactura del granel dispensado. Dentro de cada paso del proceso de
manufactura se determinaron metas, parametros criticos del proceso (CPP) y atributos de calidad criticos
(CQA), asi como espacificaciones y criterios de aceptacion adecuados. '

Los parametros criticos del proceso (CPP) sirven para demostrar que tanto la consistencia como el
control se mantuvieron durante todo el proceso de manufactura de la vacuna a granel. Los CPP se
establecieron a partir de experimentos de desarrollo, lotes piloto a pequefia escala y lotes piloto a gran
escala. Las sspecfficaciones individuales para cada CPP se derivaron de la capacidad del equipo para el
proceso, las restricciones logisticas de la manufactura o de resultados de experimentos para validar el
proceso. | '

Los atributos de calidad criticos (CQA) se derivaron de consideraciones acerca de la configuracion del
proceso, experimentos para validar el proceso, la capacidad del proceso © las especificaciones del
producto. La capacidad del proceso se define como un limite de control de la desviacién estandar de 3
respecto a la media de cada parametro, dando el rango de la experiencia tipica del proceso. Estos
rangos se determinaron a partir del analisis estadistico de datos experimentales o de produccidn, 0 una
combinacién de ambos (principalmenta para los conteos de células y los titulos virales). |
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El proceso de manufactura de los fluidos de virus recolectados (HVF) se dividio en los siguientes p

importantes:

SN Bmifed access

Expansion celular

El objetivo de la fase de expansidn celular es incrementar los
nimeros de células MRC-5 lo suficientemente como para permitir
que se plante el nimero deseado de botellas "roller” con semilla de |
produccion y de trabajo.

Produccién y recoleccion de virus

El objetivo de la fase de produccion y recoleccién de virus es lievar
al maximo la cantidad de virus infeccioso y eliminar los residucs
derivados del cultivo, en particular las proteinas dsl suero bovino y
la neomicina, de los fluidos de virus'recolectrados.

Congelamiento del granel

La meta de la fase de almacenamiento del producto recolectado es
congelar, almacenar y fundir los fluidos de virus recolectados,
llevando al maximo la recuperacion del virus infeccioso.

El proces'o de manufactura del granel dispensado se dividié en los siguientes pasos importantes:

Fundicion y combinacién de fluido de | La meta es reducir al minimo la pérdida de virus vivo al evitar

virus recolectado el sobrecalentamiento del fluido de virus durante la fundicién.
Sonicacién La meta del paso de sonicacion es romper los restos celulares

grandes en particulas pequefias y féciles de homogenizar,
Clarificacién

El objetivo del paso de clarfiicacion es recuperar el virus del
granel pre-clarificado y sonicado. |

Dispensacién y congelamiento

E! objetivo de este paso es congelar ol granel dispensado y al

mismo tiempo reducir af minimo la pérdida de titulo del virus.

La validacion del procese de manufactura de la vacuna a granel contra la varicela ha sido completada

con éxito.
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2.6 Caracterizacion

2.6.1 Elucidacion de la estructura y otras caracteristicas

2.6.1.1 Forma fisica del virus

El virus varicela-zoster (VVZ) es un virus alphaherpes, miembro del género Variceffovirus en la familia de
virus Herpesviridae. Los viriones se componen de una nucleocépside icosahedral que contiene el
genoma de ADN lineal de doble hebra, que sucesivamente es envuglta por un tegumento que contiene
proteina y una cublerta lipida derivada del huésped. EI componente activo de la vacuna es una forma
viva y atenuada de la cepa del VVZ Oka/Merck.

2.6.1.2 Informacion sobre la estructura

El componente activo de la vacuna a granel es una forma viva y atenuada del VV2 que tiene un
complemento bien caracterizado de proteinas, genes, lipidos y otros constituyentes. La informacién fisica
méas fundamental que describe a cualquier organismo es la secuencia de nucledtidos de su genoma.'

Debido a que la vacuna Oka/Merck es un lisado clarificado de células infectadas, contiene célula
huésped y ADN viral, Para caracterizar el tamafio y la cantidad de ADN presente en la vacuna a granel,
se extrajeron los acidos nucleicos de la vacuna a granel para &l desarrollo y 1a validacion del pr_oceso', a
fin de retirar os excipientes. EI ADN total se midi6 por absorbancia a 260 nm y por un ensayo de tincién
fluorescente que solo reconoce el ADN de doble hebra y no el ADN o ARN de hebra sencilla, El rango de
tamafio del ADN extraido se determind por electroforesis en gel de agarosa en presencia de bromuro de
etidio (visualizacién ultravioleta (UV)). Estos estudios mostraron que el ADN de la vacuna migra a un
rango de tamafio de <600 pares de bases a aproximadamente 23,000 pares de bases. El tamafic del
ADN gendmico se reduce probablemente como consecuencia de! proceso de sonicacion empleado para
romper las células y homogenizar la vacuna.

La secuencia genémica del ADN de un aislado clinico tipo salvaje del VVZ fue publicada por Davidson y
Scott en 1986, Las secuencias completas de la cepa Oka/Merck y la cepa padre Oka tipo salvaje han
sido determinadas. La secuencia para el Gen 62 es el gen que distingue a la cepa Oka/Merck de otras
cepas. Existen muy pocas diferencias entre la secuencia padre Oka de tipo salVéje y la secuencia de la
vacuna Oka/Merck. Un grupo significativo de diferencias entre las secuencias de la cepa padre y de la
vacuna se encuentra en un marco de lectura ablerta (ORF) 62, un gen que codifica una proteina
activadora trag{cnpmonal |, especifica para ios promotores del gen»deWVZ\En el aislado padre de Oka,
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mismo que el de la cepa padre y el ofro es diferente. Asi mismo existen cinco posiciones donde la cepa
padre y la cepa Oka/Merck difieren entre si en el Gen 62.

La existencia de secuencias mixtas en seis posiciones muestra que la cepa Oka/Merck es una poblacion
mixta de virus. Esta mezcla de poblaciones de virus ha sido confirmada por Gomi et. al.para la vacuna
Oka producida por Biken. Ademas de las diferencias en el Gen 62, ef Gen 64 contiene un solo cambio de
base que puede diferenciar al padre Oka de la vacuna por andlisis del sitio de restriccion. En todos los
casos, la vacuna a granel del proceso actual y un proceso previe contuvieron el sitio de restriccion
esperado. |

2.6.1.3 Evidencia de la sustancia activa

La presencia e identidad del VVZ en el granel final se confirman mediante el Procedlm:ento de Control
(CP) 9110.551, Ensayo en Placa de Vacuna de Varicela en Cultivos Celulares MRC-5 para Potencia,
Identidad y Anélisis de Fluido de Control.

Para la inmunizacién de individuos que previamente no han sido expuestos al virus, al parecer la
seroconversion y proteccién contra la infeccidn requieren la presencia de virus vivo, tal como lo
suglrieron los primeros estudios clinicos en los cuales se traté a nifios con vecuna que habia sido semi-
inactivada por calentamiento. Los nifios que recibleron vacuna parcialmente inactivada gensraren
respuastas serolégicas mas débiles que aquelios que recibieron vacuna sin tratar, a pesar del hecho do
que el contenido de antigeno de las vacunas fue similar en los lotes emplsados en dicho estudio. -

2.7 impurezas

2.7.1 Impurezas y contaminantes relacionados con el proceso

A continuacién se discuten las impurezas potenciales surgidas de los procesos te manufactura de 1a
vacuna a granel. En cada caso, se aborda el método de Ensayo empleado para medir el nivel o para
asegurarla ausencia de la impursza.

2.7.2 Suero bovino

Debido a que el proceso de la vacuna para varicela zéster (VVZ) usa medic de crecimiento celular que
contiene suero bovino fetal (FBS), se han tomado medidas para reducir al minimo la concentracién de las
proteinas del suero bovino en la vacuna a granel. La depuracmn de Ia protema sérica se realiza al
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séricas bovinas. Cada granel final se Ensayo para albimina sérica bovina mediante un inmunoensayo
enzimatico (EIA) usando el Procedimiento de Control {CP) 9110.736, Cuantificacién de Alblimina Sérica
Bovina Residual en Vacunas de Virus Vivo a Granel por Inmunoensayo Enzimatico en ef item.4.2.11. El
contenido de alblmina sérica bovina de cada vacuna a granel empleada en la formulacién de la vacuna
z6ster se emplea para calcular la cantidad de albGmina sérica bovina presente en los lotes de vacuna
envasada, que deben contener <1 pg/ml de BSA después de la reconstitucion.

2.7.3 Neomicina

Las células MRC-5 empleadas para fabricar la vacuna a granel se cultivan en medio que contiene
neomicina a 50 pg/ml. La depuracion de la neomicina sé logra al enjuagar las capas celulares para
retirar al maximo posible el medio de cultivo original, antes de la recoleccién del virus, La neomicina no
se mide en la liberacion rutinaria de la vacuna a granel, pero previamente se midié como Ensayo de
caracter informativo para validar la depuracion, Los tres lotes para la validacion del proceso se probaron
usando ef ensayo de-difusién en agar y todos contuvieron s1.28 pg/ml. Este nimero es el limite de
deteccién para el ensayo de neomicina. La depuracion se valido y la Ensayo en consecuencia ha
quedado descontinuada.

2,74 Impurezas relacionadas con el producto

La vacuna a granei s un producto no purificado cuya potencia se mide mediante un ensayo biologico
para la sustancia activa, més que a través de la evaluacién de la integridad de la forma fisica. Los
productos de degradacion no han side identificados ni cuantificados.
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