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| 3) CONTROL DE CALIDAD-METODOS CONTROL PRINCIPIO ACTIVO

3.1 Especificacién

Las Ensayos que se muestran en la [Tabla 16] se realizan en las etapas especificédas del procesamiento
de la vacuna a granel, a fin de confirmar la ausencia de agentes extrafios, verificar la potencia e
identidad y proporcionar una medicién de la calidad y consistencia del proceso.

Los ensayos relacionados con el control del pricipio activo se llevan a cabo usando procedimientos de
control aprobados (CP) que describen los pasos principaies en un procedimiento. La metodologia de
apoyo necesaria para completar ef procedimiento de controf (preparacion de reactivos, operacion de los
instrumentos, etc.) generalmente se implementa de acuerdo con un procedimiento normalizado de
operacién (SOP). Cada procedimiento contiene una descripclon de lo siguiente: (1) propdsite del ensayo,
(2) las Ensayos examinadas, (3) los estdndares de referencia y controles conrespondientes, (4) las neas
colulares o animales de Ensayo, (5) el procedimiento, y (6) una lista de fineamientos regulatorios a los
cuales se ajusta el ensayo. Sino se listan lineamientos regulatorios de un grupo o agencia en particular,
Quiere dacir que no s& encontraron lineamientos refevantes.
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Tahla 16: Ensayo de liberacién en vacunas a granel

Restricted
R D Centidontial
ki et access

Ensayo y producto intermedio Especificacion Procedimiento
de control

Células de control

Hemadsorsion No debe detectarse hemadsorcion 9110.527

Identidad cariologica Humana, macho 9110.744

Fluldos de control recolectados

Esterilidage No debe haber crecimiento 9110.001

Micoplasma, Caldo/Agara No debe haber crecimiento 9116113

Micoplasma, Hoechst? No debe haber flucrescencia extranuclear 9110.339

Cultivo de células Vero? No debe observarse un efecto citopatico 9110.668

Cultivo de células MRC-52 No debs observarse un afecto citopatico 0110.668

Fluidos de virus recolectados

Esterilidad? | No dehe haber crecimiento 1 9110.001

Granel preclarificado y presonlcado

Micoplasma, Caldo/Agara No dabe haber ¢recimiento 0110.113

Micoplasma, Hoechstd No debe habet fluorescencia extranuclear 9110,338

_Granel preclarificado y sonicado _
- Ratones adultos® _ Sup|ervlvencia 280%, sin agente transmigible o Infeccién | 8110.115

viral

Ratonas lactantes? Supervivencia 280%, sin agante transmisible o infeccion | 110,115
viral

Cultiva de células Verod No deba observarse un efecto citopatico 9110.668

Cultivo de células MRC-5 No debe observarse un sfecto citopétice 9110.668

Mycobacterium tubsrculosis in vitrod No dabe haber crecimiento 9110.117

Granel final

Esterilidage No dabe haber crecimiento 9110001

Alb(mina sérica bovina <1 pg/mi en envase lleno después de la reconstitucion, | 9110.736
calculada a partir te la concentracién y dilucion det granel

Células intactas Ausencia de células intactas 2110.582

Contenido de antigeno de varicela 21.6-84.2 unidades/m! 9110.654

Titulacién infectividad 171,500-6804,900 UFPt/ml {botella roller 850 cm?) 9110.551
181,800-641,200 UFC/m (botelia roller 900 em2)

Identidad Reduccion 290% en efecto citopatico tipico con antisuero | 9110.551
homélogo .

Granel dispensado

Esterilidads [ No debe haber crecimiento | 2140.001

iEnsayo para agente extraiio
bUFP: Unidades formadoras de placa

3.2  Procedimientos analiticos

3.21

Procedimiento de control 9110.001: Métodos para Ensayo de Esterilidad

El Procedimiento de Control (CP) 9110.001, Métodos para Ensayo de Esterilidad, describe una Ensayo

de pureza in vitro para la deteccion de agentes exrafios. Esta Ensayo se usa para verificar la esterilidad

de la vacuna a granel o productos intermedios a granel. .-

MERCK SHARE AJORHME ARG, LNC.

s KIARIR CECHA CAMPOS
Fape Msgi &éC'TORA THEENCA
WATRICULA NAGIONAL 12374

 ERCK SHARF & DOHMjﬁRGENT!NA e,

b
or. SANTIAGO HODRIGUE

DIRECTOR APOD ERADE PARA

ABURNTOSB MEDICOS ‘L’/ElEGU LATORICS

AT, NAGTB1,528







'© MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC. | Ry
Muestras para la Ensayo:

Semilfa de almacenamiento asociada a célula
Semilla madre asociada a célula

Semilla madre clarificada y sonicada

Fluidos de control recolectados de semilla de almacenamiento
Fluidos de control recolectados de semilla madre

Fluidos de control recolectados

Fluidos de virus recolectados

Granel final

Granel dispensado

Fuente de control de semifia de almacenamiento

Medio ya utilizado de semilla de almacenamiento P30

Fuente de control de semilla madre

Placebo clarificado y sonicado de semilla madre

Medio ya utilizado de banco de células madres

Banco de células de trabajo del fabricante (MRC-5)

Banco de células madres

Recoleccion de control final de semilla madre

Células de control recolectadas en perla ds semifla madre
Células da control recolectadas en petla de semilla madve, clarificadas y sonicadas

Referencias y controles:

Controles positivos: Reto para promocién de crecimiento en medios:
Aspergitius niger - Coleccion de Cultivo de Tipo, Amerlcano {ATCC)
16404
Bacillus subtilis - ATCC 6633
Candida albicans - ATCC 10231
Clostridium sporogenes - ATCC 11437
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 9027
Staphylococcus aureus - ATCC 6538

Control negativo: Medios de cultivo
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Procedimiento:

Muestras de vacuna a granel y productos intermedios de! granel se Ensayon para esterilidad usandod
método directo o un método de filtracién, dependiendo de la matriz de muestra. El método de filtracion es

ol método preferido, porque permite probar una matriz de muestra que posee un componente

bacteriocida 0 bacteriostatico. EI método de filtracion también detecta niveles muy bajos de
contaminacién bacteriana en volimenas grandes de muestra para Ensayo.

En o método de filtracién, una poreidn certificada (20-40 ml) de muestra de Ensayo se divide en partes
lguales entre dos dispositivos para Ensayo de esterilidad y se filtra. Los dispositivos posteriormente se
enjuagan con una soluclén bacto-peptona al 0.1%. Se afiade un volumen de 100 mi de medio fluido de
tioglicolato a un dispositivo y 100 mi de medio digerido de soya-caseina al otro dispositivo.

En el método diracto, las muestras se inoculan directaments (sin filtracion) a tubos de ensayo de 38 X
200 mm (100 mi) con medio fluide de tioglicolato y medio digerido de soya-caseing, para despues
subcultivarse de 3 & 5 dias. Después de Ia inoculacion, los tubos de cultivo original y subcultive se
incuban por 14 dias. |

En ambos métodos de Ensayo, los contenedores de Ensayo con medio fluido de tioglicolato se incuban a
30-355C, mientras que los contenedores con madio digerido de soya-caseina se Incuban a 20-25°C.
Todos los contenedores se observan en busca de crecimiento rnicrobianb (turbidez, floculacion,
crecimiento en superficie, sedimento u otro material sospechoso) a los 3-5 dias, 7 dias y 14 dias después
de la inoculacién. Los contenedores que muestran crecimiento microbiano, en comparacion con los
controles negativos, se transfieren a placas de agar para identificar la contaminacién micrebiana y
despuss se tifien con tintura de Gram. Se considera que una muestra de Ensayo es satisfactoria para
esteriidad si no hay evidencia de crecimiento microblano después de un minimo de 14 dias de
incubacién,

Para asegurar la capacidad de promocién de crecimiento en el medio de cultivo, el medio fluido de
tioglicolato y el medic digerido de soya-caseina se retan con niveles bajos de microorganismos
conocidos (10-100 unidades formadoras de colonia; ufc). Las bacterias se deben recobrar en 3 dias; las
levadura y mohos se deben recuperar en 5 dias. Esta Ensayo se describe en el CP 9110.216, Ensayo de

Promocién de Crecimiento para Medio de Cultivo Microbiol6gico y Materias Primas.
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Todas las musstras de Ensayo para esterilidad primero deben completar una Ensayo de bacterio t%
funglstasis como se describié en el Procedimiento Normalizado de Operacion (SOP) 22
Certificacion de la Ensayo de Esterilidad.
Cumplimiuento con Regulaciones:
El CP 9110.001 ha sido revisado contra requerimientos y lineamientos regulatorios de todo el mundo y es
consistente con lo siguiente:
CBERPTC  Punios a considerar en la caraclerizacion de lineas celulares empleadas
para fabricar productos bioldgicos, (1993), Centro para la evaluacion o
investigacion de productos biolégicos FDA, IV.B, Cultivos de produccién y
Ensayos de producto, Manejo de cultivos celulares y V.A., Ensayo de control
de calidad, Ensayos para la presencia de bacterias y fungi. |
CFR Titulo 21 del Codigo de Reguiaciones Federales, Cap. /, 610.12 Esterilidad
Ph. Eur.Farmacopea Europea, 2.6.1. Esterilidad '
USP Farmacopea dz los Estados Unidos, <71> Ensayos de esterilidad

3.2.2 Procedimiento de contrel 9110,113: Métodos de Ensayo para Micoplasma

El Procedimiento de Control (CP) 9110113, Métodos de Ensayo para Micoplasrha, describe una Ensayo
de pureza in vitro para la dsteccién de agentes extrafios. Esta Ensayo identifica contaminantes de
micoplasma en vaguna a granel o productos intermedios del granel, usando medios de caldo y agar.

Muestras para la Ensayo:

Fuente de control de semilla de almacenamiento
Granel preclarificado y presonicado

Semilla de almacenamiento sonicada

Medio ya utilizado de semilla de almacenamiento P30
Semilla de almacenamiento P30 recolectada en perla
Fluidos de control recolectados

Medio ya utilizado de banco de células madres
Banco de células de trabajo del fabricante (MRC-5)
Banco de células madres

Semilla madre preclarificada y sonicada

Fuente de control de semilla madre
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Fluidos de control recolectados de semilla madre

Células de control recolectadas en perla de semilla madre
Referencias y controles:
Control positivo: Mycoplasma arginini - Coleccion de Cultivos de Tipo Amerucano
(ATCC) 23838 0 Mycoplasma pneumoniae - ATCC 15531
Control negativo: Medios de cultivo
Procedimiento:
La muestra e inocula en madio de caldo de Ensayo y en medio de agar de Ensayo. Las porciones de los
cultivos de caldo y agar se incuban aerdhica y anaerébicamente (5-10% €Oz en Np) a 35-372C, Todas
lag placas de agar se incuban por 21 dias antes de examinarse, con magnificacion 100X o mayor, en
busca de presencia de micoplasma. Todos los cultivos de caldo se incuban y subcultivan en placas de
agar el Dia 3, 7, 14y 21 después de la inoculacion Inicial. Las placas de agar subcultivadas se incuban
21 dias antes de examinarss, con magnificacion 100X o mayor, en busca de presencia de micoplasma.
Una muestra es satisfactoria si no hay presentes colonias de micoplasma en ninguna de las placas de
agar. | '
Los cultivos de control positiva y nagativo se inoculan, subcultivan y examinan de manera similar a las
muestras de Ensayo. Los controles positivos deben mostrar crecimiento de micoplasma, mientras que los
controlas negativos no deben mostrar crecimiento.
Cumplimiento con Regulaciones:
El CP 9110.118 ha sido revisado contra requenm:entos y lineamientos regulatorios mundiales y es
consistente con lo siguiente:
CBERPTC  Punios a considerar en la caracterizacidn de lineas celulares empleadas
para fabricar productos biolégicos, (1993), Centro para la evaluacion e
investigacion de productos bioldgicos FDA, IV.B, Cultivos de produccion y
Ensayoé de producto, Manejo de cultivos celulares; V.B., Ensayo de control
de calidad, Ensayos para la presencia de mycoplasma; y Anexo 2,
Procedimientos recomendados para la deteccién de contaminacion con
micoplasma en productos biolégicos hechos en substratos celulares.
CFR Titulo 21 del Cédigo de Regulaciones Federales, Cap. |, 610.30 Ensayo para
micoplasma
Ph. Eur.Farmacopea Europea, 2.8.7. Micoplasmas
Farmacopea Europea, 2.6.16. Ensayos para agentes extrafios en vacunas
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virales para uso humano
3.23 Procedimiento de control 9110.115: Ensayo de seguridad en

ratones adultos y lactantes para vacunas virales
El Procedimiento de Control (CP) 8110.115, Ensayo de seguridad en ratones adultos y lactantes para
vacunas virales, describe una Ensayc de pureza in vitro para la deteccion de agentes extrafios. Esta
Ensayo incluye la inoculacién de vacuna a-granel o productos intermedios del granel en ratones adultos y
lactantes, a fin de confirmar la ausencia de agentes virales transmisibles o infecciosos.

Muestras para la Ensayo:

Semilla de almacenamiento sonicada
Granel preclarificado y sonicado
Semilla madre preclarificada y sonicada

Referencias y controles:
Controles negativos:  Ensayo en ratones adultos- un minimo de cinco ratones control
inyactados con solucién fisiologica salina '
Ensayo en ratones lactantes-  un minimo de cinco ratones control
inyectados con solucién fisiolégica salina

Lineas celulares y animales de Ensayo:
Retones adultos (Mus musculus), 15-20 g, machos
Ratones lactantes (Mus musculus), <24 horas de nacidos, de cualquier sexo

Procedimiento: |

La Ensayo de sequridad en ratones adultos se realiza usando un minimo de 20 ratones de Ensayo y por
lo menos 5 ratones control, Los ratones se pesan en una balanza calibrada para asegurar que esten
dentro del rango de pes'o especificado de 15-20 gramos. Cada raton de Ensayo se inyecta
intracerebraimente con 0.03 ml de muestra, mientras que cada raton control se inyecta
intracerebralmente con 0.03 ml de solucion fisiolégica salina. De los animales qué se recuperan
suficientemente de las inyecciones intracerebrales, 20 ratones de Ensayo y ‘5 ratones de control se
inyectan intraperitoneaimente con 0.5 ml de las mismas soluciones empleadas en las inyecciones
intracerebrales. Los ratones adultos se observan por 21 dias, y se registran las notas sobre enfermedad

franca y/o muerte. ,
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Todos los animales que mueran dentro de las primeras 24 horas después de la inyeccion se dagggRa
Después de las 24 horas iniciales, los animales que mueran o deban ser sacrificados debi
enfarmedad se someten a autopsia y se examinan en busca de evidencia de infeccion viral. Asi mismo,
sl el tgjido es adecuado, se prepara una fuente de tefido de cada animal muerto y se subtransfiere a un
minimo de cnco ratones adultos adicionales. Un minimo de tres ratones se inyectan también con
solucion fisiolégica salina para que sirvan como controles de inyeccién. Para que fa Ensayo sea
satisfactorla, 280% de los ratones debe sobrevivir el periodo de observacion de 21 dias. Asi mismo,
ninguno de los ratones sobrevivientes debe mostrar evidencia de agentes transmisibles o infeccion viral -
de acuerdo con la observacion clinica, la observacion patoldgica o por pasaje de tefido a ratones aduttos
y controles adicionales. Cuando <80% de los ratones sobreviven al perfodo de observacion, sa lieva a
cabo una Invastigacién para determinar si la causa original puede atribuirse & otra cosa-que no sea un
agente transmisible o infeccion viral.

La Ensayo de seguridad en ratones lactantes para vacunas virales se lleva a cabo usando un minimo de
90 ratones lactantes de por o menos 2 camadas y un minimo de 5 ratones lactantes control. Los
animales raciben las mismas inyecclones intracersbrales e intraperitoneales que los ratones adultes,
pero en vollmenes de 0.01 mly 0.1 ml, respectivaments. Después de 24 horas, se seleccionan 20
ratones de Ensayo sanos que hayan sobrevivido y cinco ratones control sobreviviantes, a fin de
observarlos, sacrificandose todos fos ratones restantes. Los animales se observan diarlamente por 14
dias y se registran todas las observaciones de enfermadad franca yio muerte.

En el dia 14 de la obsewaci6n, todos los ratones lactantes sobrevivientes {deben ser por lo menos el
80%) se sacrifican y se someten a evisceracion. Los ratones eviscerados se preparan para transferencia.
El material combinado de los ratones de Ensayo y los ratones control se prepara por separado, El
material de pasaje de los ratones de Ensayo y de los ratones control 8¢ inyecta entonces en ratones
lactantes, de la misma manera que se inyecté la muestra original. Después del perfodo Iniclal de
observacién de 24 horas, se eligen 20 ratones sanos de entre los ratones de Ensayo y 5 ratones del
grupo control para permanecer en la Ensayo. Todos los demas ratones se sacrifican. Los animales de
Ensayo se observan por 14 dias, registrandose toda la informacion relevante en el registro de la Ensayo.
Después de 14 dias, todos los animales se sacrifican. |

Durante la Ensayo de seguridad en ratones lactantes, se descartan todos fos animales que mueran
durante las primeras 24 horas después de la inyeccién. Después del periodo de observacién inicial de 24
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horas, los animales muertos o sacrificados se someten a. autopsia y se

fuente de tejido de cada ratén lactante muerto y se subtransmite a un minimo de cinco ratones lactantes
adicionales. Un minimo de cinco ratones se inyectan con solucién fisiologica salina para servir como
controles de la inyeccion.

Por 1o menos el 80% del grupo original de ratones lactantes debe sobrevivir al periodo de observacion de
14 dias para que la Ensayo sea satisfactoria. Ninguno de los ratones sobrevivientes puede mostrar
avidencia de la presencia de agentes transmisibles o infeccion viral, de acuerdo con la observacion
clinica, la observacion patoldgica o el pasaje de tejido hacla ratones lactantes y controles adicionales.
Cuando <80% de los 20 ratones de Ensayo originales sobreviven al periodo de observacién, se lleva a
cabo una investigacién para determinar sl la causa ralz puede atribuirse & ofra cosa que no sea un
agente transmisible o una infeccién viral,

Cumplimiento con Regulaciones:
El CP 9110.115 ha sido revisado contra requerimientos y lineamientos regulatorios mundiales y es
consistents con [0 siguiente:

CBERPTC  Punios a considerar en la caracterizacion de lineas celulares empleadas
para fabricar productos biologicos, (1893), Centro para la evaluacion e
investigacion de productos biologicos FDA, V.C.1, Ensayo de control de
calidad, Ensayos para la presencia de virus, Ensayos de rutina para virus
extrafios

Ph. Eur.Farmacopea Europea, 2.6.16. Ensayos para agentes extrafios en vacunas
virales para uso humano

3.24 Procedimiento de control 9110.117: Ensayo para micobacterias in vitro

El Procedimiento de Control (CP) 9110.117, Ensayo para micobacterias in vitro, describe una Ensayo de
pureza in vitro para la deteccion de agentes extrafios. Esta Ensayo es un ensayo microbiolégico para la
deteccién de micobacterias, incluyendo Mycobacterium tuberculosis, en vacuna a granel o productos

intermedios del granel. .

i

| l{,,--”"“ G e
MERCK SHA%& .DOHME ”‘@ "  MERCK SHARP & DOMIE ARGENTINA IC.

Y Dr. SANTIAGO RODAIGUE
sam. VIAR'A G&MLM AMP G OHIECTO F’ODEHADOP

A Shios
mc%ﬁﬁﬁgﬁﬁ 1%@74 ASUNTOS ME] Agm%ga
MA I .(‘V""'-m.‘ Fomwde






& MERCK SHARP & DOHME ARGENTINA INC.

Muestras para la Ensayo:
Semilla de almacenamiento sonicada

Granel preclarificado y sonicado

Banco de células da trabajo del fabricante (MRC-5)
Semilla madre preclarificada y sonicada
Referancias y controles:

Control posttivo: Mycobacterium phiei - Coleccion de cultivos de tipo americano (ATCC) 12298
Control negativo: Medios de cultivo

Procedimiento:

La musstra de producto Intermedio dal grane! (0.5 ml) se inocula en 10 cufias de agar con medio de
Lowenstein-Jensen, en 3 cufias de agar con medio Middisbrook 7H10, y en 10 tubos de caldo
Middlabrook 7HE. Todos los tubos inoculados se colocan en una incubadora a 36-38°C que contenga 5-
10% de COq, en atmdsfera de aire, por un minimo de 56 dias (8 semanas). Los tubos sin inocular de
céda uno de los tres medios se incluyen como controles negativos. Un indculo de 1000 unidades
formadoras de colonia (ufc) del cultivo Mycobacterium phlei se inocula en cada uno de los medios y se
incuba con la muestra de la Ensayo como control positivo. Todos los tubos de muestra y controt se
observan sermanaimente en busca de crecimiento, En un ensayo valido, los controles positivos deben
mostrar crecimiento visible antes de 1 semana en &l caso de las cuiias y de 2 semanas en al caso de los
tubos de caldo. Los controles negativos deben permanecer exentos de crecimiento, Para que el
resultado sea aprobatorio, el medio inoculado con la muestra debe continuar siendo negativo para
mycobacterium durante toda la Ensayo. |

Cumplimiento de Regulaciones:
El GF 0110.117 ha sido revisado contra requerimientos y lineamientos regulatorios mundiales y es
consistente con o siguiente: '

Ph. Eur.Farmacopea Europea, 2.6.2. Myccbacterias. |
Farmacopea Europea, 2.6.16. Ensayos para agentes extrafios en vacunas virales para uso humano
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