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3. En cumplimiento del Decreto Legislativo N© 219/2006 vy sus
modificatorias, articulo 80, inciso 1, la empresa titular del AIC debera -
hacer ilegar, en un plazo de 30 dias, el original de la traduccién pﬁblita
de los correspondientes documentos impresos redactados en alemén a la
que se le debe agregar una declaracién del representante legal donde se
certifique que 'glichos documentos impresos redactados en alemén se
corresponden con fos documentos modificados, redactados en italiano. -
ATtICUIO 3 === mmmm e e e e
Esta resolucion tendréd efecto a partir del dia siguiente al de su
publicacidn en el Boletin Oficial de la RepUblica Italiana y sera notificada
a la Sociedad titular de la autorizacidén para la comercializacién del
MEdICAMENT0. == e e e e
Roma, 5 de octubre de 2010, ~==~mmmmemsmm el
El Directivo de la Oﬂ;ina de Farmacovigilaﬁcia - Dra. Fernanda Ferrazin,
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[Sigue texto en idioma italiano que no se traduce], ------ B RL R CEERE -
ES TRADUCCION FIE-I’.laI idioma nacional de la parte pertinente del
documento adjunto redactado en idioma italiano, que tengo a la vista y a
la que me remito en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires el 2 de
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COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS .
DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES

REPUBLICA ARGENTINA
LEY 20.305

LEGALIZACION

A

Por la presente, el COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOQS AIRES,
"en virtud de la facultad que le confiere el articulo 10, inc.d) de la ley 20.305, certifica inicamente que
’Ia firma y sello que aparecen en la traduccién adjunta, concuerdan con los correspondientes alla

Traductot/a Publico/a BOTTERO DE LORENZO, MARIA RITA

Pl

que obran en los registros de esta institucion enelfolio 333 del Tomo 4 enelidioma ITALIANG

.!-
Legalizacién Numero: 107716 |
Buenos Aires, 02/11/2010 |
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TIMBRADO DE CONTROL EN LA ULTIMA HOJA DE LA TRADUCCION ABIUNER:
Control Interno: 46602107716
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. S
pursuant to Section 10, Paragraph D of Act 20.303, The COLEGIO DE TRADUCTORES,
PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES (Sworn Translators Association of the City of
Bueno Aires) hereby certifies that the signature and seal affixed hereto appear to match the
specimen signature and seal of the Traductor Publico (Sworn Translator) whose name is subscribed
to the attached translation, as such specimen signature and seal are kept on file in our office.
THIS CERTIFICATION 18 NOT VALID WITHOUT THE STAMP ON THE LLAST PAGE OF THE
ATTACHED TRANSLATION.

Vu par le COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES (Ordre
de Traducteurs Officiels de la ville de Buenos Aires), en vertu des attributions qui lui ont été
accordées par l'article 10, alinéa d) de la Loi N° 20.305, pour la seule légalisation matérielie de la
signature et du sceau du Traductor Publico (Traducteur Officel) apposés sur la traduction du
document ck-joint, qui sont conformes 3 ceux déposés aux archives de cetie Institution,

LE TIMBRE APPOSE SUR LA DERNIERE PAGE DE LA TRADUCTION FERA PREUVE DE LA
VALIDITE DE LA LEGALISATION.

Con la presente il COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AlR™S
(Collegio dei Traduttori Giurati della Citta di Buenos Aires) ai sensi della facolta conferitagli - _
dall‘articolo 10, comma d}, delia Legge 20.305, CERTIFICA, esclusivamente, la firma ed il timbro
del Traductor Publico (Traduttore Giurato), apposti in calce alla qui unita traduzione, in conformita
alla firma ed a! timbro depositat| nei propri registri. ‘ i

LA PRESENTE LEGALIZZAZIONE SARA PRIVA D! VALIDITA OVE NON VENGA TIMBRATA
NELL’ ULTIMO FOGLIO DELLA TRADUZIONE.

Atraveés da presente o COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS
AIRES (Colégio de Tradutores Publicos da Cidade de Buenos Aires), em virtude das atribuigbes
conferidas pelo art. 10 inc. d) da Lel 20:305, certifica unicamente que a assinatura e o carimbo do
Traductor Publico (Tradutor PUblico) que subscreve a tradugao adjunta conterem com a assinatura

e o carimbo arquivados nos registros desta instituigao.

A PRESENTE LEQALIZA(;AO s0 SERA CONSIDERADA VALIDA COM A CORRESPONDENTE
CHANCELA MECANICA APOSTA NA ULTIMA FOLHA DA TRADUGAOQ. -

BEGLAUBIGUNG. Der COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS
AIRES (Kammer der Vereidigten Ubersetzer der Stadt Buenos Aires), kraft der Befugnisse, die inhr
nach Artikel 10, Abs.d) des Gesetzes 20.305 zustehen, bescheinigt hiermit lediglich die
hereinstimmung der Unterschrift und des Siegelabdruckes auf der beigefigten Ubersetzung .
der entsprechenden Unterschrift und dem Siegelabdruck des Traductar Publico  (Vereidigen
Ubersetzers), die In den Registern dieser Institution hinterlegt worden sind.

DIESE  BEGLAUBIGUNG 'ST NICHT GULTIG QHNE DEN ENTSPRECHENDEN
GEBIHRENSTEMPEL AUF DEM LETZTEN BLATT DER BEIGEFUGTEN UBERSETZUNG.
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INFORMACION SOBRE EL PRODUCTO

1) INTRODUCCION GENERAL

Nombre del producto: FLUXVIR®

Laboratorio productor: NOVARTIS VACCINES and DIAGNOSTICS S.r.l.

Sitio de Fabricacion y empaque:

Granel:

Nombre y direccion

Responsabilidad

Novartis Vaccines and Diagnostics S.r.l.

Via Fiorentina 1

53100 Siena Italia

Fabricacion de Semilla Maestra, Semilla de
Trabajo, Mezcla Monovalente,

Pruebas de Controf de Calidad.

Novartis Vaccines and Diagnostics S.r.l.

Loc. Bellaria

53.018 Rosia [talia

Suministro alternativo de Agua para Inyeccion,
centro alternativo de prepafacién de
soluciones, Filfracidn esteril/Preparacion de
Cosechas Monovalentes Agrupadas.

Pruebas de Control de Calidad.

Empaque 1° y 2°:

Nombre y direccion

Responsabilidad

Novartis Vaccines and Diagnostics S.r.l.

Loc. Beltaria
53.018 Rosia ltalia

Formulacion, llenado, inspeccion y envasade.
Ensayos de Control de Calidad.

Llenado, inspeccidn y envasado
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Forma Farmacéutica: SUSPENSION INYECTABLE
Formula declarada en la etiqueta: Composicion Cuali-cuantitativa:
FLUXVIR®

Una dosis (0,5 mL) contiene:

Ingredientes activos: antigenos de superficie de los virus de la gripe (hemaglutinina y neuraminidasa)

cultivados en huevos fertilizados de gallinas sanas, con adyuvante MF59C.1, a partir de las siguientes
cepas:

A/California/07/2009 (H1N1) (cepa analoga; A/California/07/2008, NYMC X-181)

15 microgramos de HA*;

A/Perth/16/2009 (H3N2) {cepa analoga: A/Victoria/210/2009, NYMC X-187)

15 microgramos de HA*

B/Brishane/60/2008 (cepa analoga: B/Brisbane/60/2008 NYMC BX-35)

15 microgramos de HA*,

*hemaglutinina

1.1 Nomenclatura
Cédigo ATC. JOTB B 02

1.2 Generalidades

L.N.N.. No aplicable.

Ph.Eur. Vaccinum influenzae inactivatum ex corticls
antigeniispraeparatum.

Farmacopea Nacional: No aplicable.
Nombre comin o Descripcion quimica: No aplicable.
Nombre nacional aprobado: No aplicable.
QOtro nombre y/o Codigo de laboratorio: No aplicable.

Numero de identificacion de la cepa de produccion: Los virus de la influenza existen como tres tipos
biologicamente similares, pero antigénicamente heterblogos: A, B y C. Estos virus comparten
antigenos en comln no codificados por el virus, difieren en la epidemiologia y probablemente en cierta
medida en la gravedad de la enfermedad que causan. L.a designacién de la cepa de los virus de
influenza tipo A, B, C contiene una descripcidn de la especificidad antigénica dei antigeno de la
nucleoproteina (tipos A, B o C), la ubicacion del aislamiento, el nimero de aisiamiento, y el afio de
alslamiento. Para los virus de tipo A la descripcidn antigénica que sigue (entre paréntesis) incluye el
caracter antigénico de la hemaglutinina (H) y ¢! caracter antigénico de la neuraminidasa (N).
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Tipo de Virus Ubicacion del Nimero de Afio de SubtipoHy N
aislamiento aislamiento aislamiento

A Taiwan T 86 (HINT)
/ / /
A Beijing 353 89 (H3N2)
/ / /
B Panama 45 90 -

/ /

g
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PRINCIPIO ACTIVO

2) PROCESO DE PRODUCCION - PRINCIPIO ACTIVO

2.1 Elaborador

Nombre y direccion Responsabilidad
Novartis Vaccines and Diagnostics S.r.l. Fabricacién de Semilla Maestra, Semilia de
Via Fiorentina 1 Trabajo, Mezcla Monovalénte.
53100 Siena Italia Prugbas de Control de Calidad.
Novartis Vaccines and Diagnostics S.r.l, Suministro alternativo de Agua para Inyeccion,
Loc. Bellaria centro alternativo de preparacion de
53.018 Rosia Italia soluciones, Filtracion estéril/Preparacion de
Cosechas Monovalentes Agrupadas.
Pruebas de Control de Calidad.

2.2 Descripcion del proceso de manufactura del principio activo y controles del proceso
Descripcion de procesos de fabricacion y controles de procesos |
Las cepas de virus de influenza empleadas para fa produccion en la temporada actual se definen por
la OMS. El procedimiento descrito para la produccién de WVC (Concentrado de Virus Completo) y
cosechas monovalentes esta de acuerdo con el método de produccion actual, Ei proceso se lleva a
cabo de |a siguiente manera:

o Produccion de Semilla Maestra y de Trabajo

o Purificacion de Cosechas Monovalentes Agrupadas

» Produccién de Concentrade de Virus Completo (WVC)

e Sclubilizacion de Antigenos de Superficie

El tamafic aproximado de los lotes para cada etapa de fabricacion es el siguiente:

o Semilia de Trabajo: un minimo de 30 viales almacenados a menos de -70°C

» Concentrado de virus completo; la etapa de diafittracion con Solucion de Buffer Fosfato pH 7,3 se
ajusta para obtener un volumen final de Concentrado de Virus Completo (INF 120) con un
contenido de proteinas adecuado para el proceso de solubilizacion, Este volumen no sera
constante debido al nimero de lotes de cosecha incluidos y a la variacion de la cepa viral. Sin
embargo, esta normaimente dentro del rango de 10 a 60 litros.

¢ Cosecha monovalente agrupada: 20 a 150 litros.

Los diagramas de flujo simpiificado del proceso de fabricacion de WVC y cosechas monovaientes

agrupadas se presentan en las paginas siguientes.

: . dadibning 8.A.
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) NOVARTIS

PRODUCCION DE VIRUS DE INFLUENZA COMPLETO

Semilla de NIBSC -

Semilla Maestra
Semilla de Trabajo

Huevos controtados al {rasluz --- Huevos embrionados de 11 dias

Incubar

Enfriar

(Durante una noche)

Cosecha de liquido alantoideo
(Se cosechan aprox. 10 mithuevo)

Clarificar

Ultrafiltracion
400-500 litros

(Reduccién de volumen)
Inactivacion con Formaldshido

18 hs.

Purificar y concentrar
(Aprox. 10 fitros)
(Centrifuga ENI}

Fracciones hombro con BaS0O,

Diafiltrar

Fracciones virales pico y hombro

Filtrar

Virus Concentrado Completo
{10 a 80 litros)

e Huevos SPF (Ph.Eur.)

Aprox, 151.000 huevos
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Método de solubilizacién con Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB)

Concentrado de Virus Completo

Pre-tratamienfo con Tween §0

Afiadir CTAB para solubilizar antigenos de superficie

Agitar durante 45/20 minutos a 32 8°C

Centrifugar para pelletizar las particulas subvirales
residuales

Recolectar las subunidades en el sobrenadante

Homogeneizar fos pellets en PBS

Agitar durante 45/90 minutos a 3a 8°C

Centrifugar para pelletizar las particulas
subvirales

Recolectar las subunidades residuales en el
sobrenadante

Agrupar las subunidades sobrenadantes

Afiadir resina Amberlite XAD-4 para adsorber CTAB
residual

Agitar durante una noche

Filtrar para eliminar Amberlite

Afadir el estabilizador

Filtracion estéril

Cosecha Monovalente Agrupada
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Produccion de Semilla Maestra y de Trabajo
La produccion y analisis de semillas esta de acuerdo-con los requerimientos de OMS y Ph. Eur. Las
Semillas Maestra y de Trabajo se cultivan en huevos Libres de Patégenos Especificos {SPF).

Preparacion de Semilla Maestra

Cada lote de Semilla Maestra se prepara en un area exclusiva de produccion de semilla de influenza
(bajo condiciones de flujo laminar) a partir de un solo vial de cepa primaria del virus congelado o
liofilizado obtenida del NIBSC o de un centro de referencia de influenza aprobado por la OMS. La
semilla congelada se transporta a Siena con hielo seco. La cepa viral primaria, dependiendo del titulo
Inictal, puede diluirse de 10** a 10 con solucion salina con buffer fosfato (PBS) de pH 8,0 que
contiene sulfato de kanamicina y suifato de neomicina, estos antibidticos son de calidad Ph. Eur.

Al menos cuatro diluciones logip consecutivas de semilla viral son inoculadas en huevos SPF
preincubados controlados por observacién al trasluz (0,2 mifhuevo), se utllizan de 5 a 10 huevos por
dilucién. Los huevos se incuban luego a una temperatura de referencia adecuada para el crecimiento
de virus especificos dentro del rango de 32°C a 36°C (34 % 2°C) durante 2 0 3 dlas antes de la
refrigeracion a 2 a 8°C durante 12 a 24 horas para matar a los embriones ¢ a -20°C % 5°C durante 1
hora para permitir el pasaje del huevo el mismo dia. El liquido alantoideo se cosecha bajo una
campana de flujo laminar para riesgo biolégico como muestras individuales y se analiza para
determinar hemaglutinacion (prueba inmediata de HA). Todas las muestras positivas para una dilucion
son agrupadas. Se determina el titulo de HA en los grupos utilizando glébulos rojos (RBC) apropiados.
Los grupos con titulos elevado (1 a 2 grupos) son seleccionados por no més de un fotal de 14 pasajes
mas y no menos de tres pasajes de la Cepa Viral Primarla aprobada por la OMS (de acuerdo con la
Ph. Eur.) en huevos SPF, a partir del virus recombinante o el aislamiento viral aprobado,

En el pasaje final, los grupos son seleccionados y analizados en cuanto a titulo de HA. Los grupos con
titulos altos de HA que posteriormente pasan una prueba de esterilidad son seleccionados como la
Semilla Maestra. Se colocan alicuotas de 1 ml en viales estériles con tapa a rosca bajo fujo laminar y
se congelan a menos de -70°C. '

Semilla de Trabajo

Las Semillas de Trabajo se preparan en un area exclusiva de produccion de semillas de influenza
(bajo campana de flujo laminar para riesgo bioldgico). Las Semillas de Trabajo para cada cepa de la
vacuna de virus de influenza se obtienen mediante el cultivo de los virus de la Semilla Maestra en Ia
cavidad alantoidea de huevos SPF. Se producen airededor de 30 viales de cada semilla de trabajo v
se almacenan a menos de -70°C. Estos viaies (normalmente unc) sirven como semilla para la
inoculacién de cada lote de Huevos para Produccion. La Semilla de Trabajo se obtiene después de
solo un pasaje de la Semilla Maestra. Se utilizan huevos SPF embrionados. El indculo viral contiene
sulfato acido de kanamicina y sulfato de neomicina de calidad Ph. Eur.
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Un diagrama de flujo mas detailado dei proceso es presentado en paginas siguientes con informacion
sobre los parametros de operacién y los confroles durante el proceso.

)
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Diagrama de flujo

a. Preparacion de la Semilla Maestra

Cepa viral primaria de OMS Huevos SPF
® Observacion a trasluz
Diluciones logaritmicas | |Pesinfeccion - Preincubacion
10-12 dias
37+1°C
Inoculacién en huevos SPF (5 65+ 10% HR

a 10 huevos/dilucién)

- 2-3 dias
incubacién 34+ 2°C

® QObservacion a frasluz

12-24hs2-8°Co.

Enfriamiento <1h-20%5°C
® |nspeccion 1
Cosecha de liquido $2.8°C

® Prueba inmediata de HA

Positivo Negafivo [ Descarte

"~ Agrupamiento de cada cosecha |
proveniente de la misma dilucién

* @ Titulo de HA (Uitimo pasaje) (*) al menos 3
pasajes
- Seleccién de ! Seleccién de al
grupoes con menos 5 ¢ =70 °C
titulos altos grupes
i
!
1
Titulo de HA
Esterifidad
| ' |
] I No cumple
e P ) Descartar
Seleccion de
grupos con
titulos altos

Llenado con alicuotas de 1 ml

SEMILLA MAESTRA $ «=70°C
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b. Preparacion de Semilla de Trabajo

SEMILLA MAESTRA Huevos SPF
(Vial anico)

Observacion a trasluz

Diluciones Desinfeccion Preincubacion
10-12 dias
37+1°C
Inoculacién en huevos SPF 65+ 10% HR

(5 a 40 huevos/dilucidn)

2-3 dias
Incubacioén 34 £2°C
Observacion a trasluz

12-24 hs 2-8°C o
<1h-20£5°C

Enfriamiento

Inspeccién

Cosecha de liguido alantoideo | 9 2-8°C

Prueba inmediata de HA

| |
Positivo Negativo —Descarte

Tagrupamiento de cada cosecha:
de [a misma dilucién

Seleccién de al
menos 5 grupos 70

Titulo de HA

Seleccion de
grupos con
titulos altos

Lienado con alicuotas de 1 ml

£
E
i
SEMILLA DE TRABAJO

570°C

10
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¢. Optimizacion de diluciones para produccion

SEMILLA DE TRABAJO Huevos para
Produccién

@ Observacién a trasluz

Diluciones Desinfecciésn —1  Preincubacion
10-12 dias
. 375£05°C
Inoculacién en huevos para produccion 55+ 10% HR
incubacién 34° % 2°C

Observacion a trasluz

—— 12-24 hs 2-8°C 0
Enfriamiento <1h-20£5°C

Ingpeccion

Cosecha de liquido

Prueba inmediata de HA

¢

Agrupamiento de cada ¢
cosecha de la misma

Thulo de HA

Establecimiento de
condiciones éptimas

11
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Produccioén de Concentrado de Virus Completo
Inoculacion

La Semilia de Trabajo se diluye en una solucion que contiene sulfato de kanamicina y sulfato de
neomicina en buffer fosfato a pH 8,0 para producir la Semilla para Indculo. Después de Ia dilucion de
la Semilla de Trabajo, se analiza una muestra de semilla para indculo para determinar esterilidad.

Los huevos para produccion, antes del envio al centro de produccion de Siena, son pre-incubados
durante 10 a 12 dias y observados al trasluz en un 100%. En el centro de produccion, se inspeccionan
a trasluz por lo menos el 1,5% de los huevos para confirmar su buena caiidad. Después de fumigarios
en el rea de produccion, los huevos se inoculan con 0,2 ml de la Semilfa para Indculo. La incubacién
es hormalmente a 35°C para virus de Tipo A y a 33°C para virus de Tipo B durante 3 dias. Después
de la incubacion los huevos se enfrian durante una noche para matar a los embriones.

Cosecha y clarificacién de liquido alantoideo

Los huevos son cosechados por una maguina semi-automatica que retira la parte superior del huevo a
fin de permitir la inspeccién visual y la eliminacién de huevos inadecuados antes de la cosecha. El
liquido alantoideo se recolecta por vacio en un tanque aislado. Se afiade solucidn de citrato de sodio
al liquido alantoideo para evitar la agregacion del virus y como auxiliar de procesamiento. La cantidad
y punto de adicion del citrato de sodio son especificos para la cepa viral.

El liquido alantoideo clarificado se concentra a alrededor de 400 a 500 fitros por ultrafiltracion.

Inactivacion viral

Se afiade formaldehido {sclucién al 40%) al liquido alantoideo concentrado (0,5 ml/l de liquido
alantoideo) y la mezcla se transfiere a un tanque de inactivacion. El tiempo de contacto en agitacion
continua no es menor de 18 horas a una temperatura (de referencia) de 20°C a 30°C. Rutinariamente
se realiza una cinética de inactivacion en tres lotes de produccion de cada nueva cepa de influenza
introducida en conformidad con las recomendaciones anuales de la OMS.

Purificacion

El liquide alantoideo inactivado es ultracentrifugado y el virus se recolecta en un gradiente de
sacarosa de 20% & 60%. El flujo esta limitado a 20 & 2 Ithora. Solo se retienen las fracciones I, [Il y
IV, Las fracciones [l y 1V, fracciones hombro, se agrupan para el tratamiento con sulfato de bario, A
partir de la campafia del 2003, se afiade tanto a fa Fraccién Pico como a la Fraccion Hombro una
solucién de NaOH 1M hasta un pH de 9,0 a 10,0 en lugar de tiomersal. La carga biolégica es
controlada en esta etapa por la adicién de hidréxido de sodio para obtener un pH que inhibe el
crecimiento bacteriano sin desnaturalizar el antigeno de la influenza.

Sulfato de bario

12
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El virus contenido en las fracciones hombro se adsorbe en sulfato de bario. Luego de una
precipitacion durante toda una noche a 5 + 3°C, se decanta el sobrenadante y el precipitado
resultante se centrifuga para formar un pellet del virus, El virus es luego eluido con citrato de sodio
0,45 M y la solucién es centrifugada. La elucién de virus y la centrifugacion del pellet se repiten dos
veces y se agrupan los sobrenadantes. Después de una centrifugacion final, el sobrenadante se
combina con la fraccion pico [If para producir un agrupamiento viral,

Diafiltracion

Hasta tres agrupamientos virales de cosechas de huevos individuales de la misma cepa viral pueden
combinarse para la diafiltracién. Se eliminan la sacarosa v el citrato de sodio del agrupamiento viral y
gl diluyente se sustituye con buffer fosfato de pH 7,3. El agrupamiento se filtra a través de un filtro de
1,2 um y se afiade Solucién de Polisorbato 80 0,6% antes de la solubilizacién de las protelnas de la
cubierta para ayudar a controlar la carga biologica ya que no se agrega mas tiomersal en esta etapa.
Las caracteristicas especificas de algunas cepas virales requieren el uso de pre-filtros (de 8 ym, & um
0 3 um) construidos del mismo material antes del filtro final de 1,2 pm.

Produccion de Cosechas Monovailentes Agrupadas

Solubilizacién de hemaglutinina y neuraminidasa

Las' condiciones requeridas para la solubilizacion dptima de cada cepa viral se determinan mediante la
"Prugba de Fraccionamiento” que ha sido recalificada satisfactoriamente para cada cepa del virus
luego del aumento de tamafio del [ote y los cambios en la produccion con respecto a tiomersal en
trazas. Puede afiadirse polisorbato 80 (solucion 0,6%) adicional al concentrado de virus completo y
mezclar a 2-8°C. A continuacién se afiaden buffer fosfato pH 7,3 y solucién de CTAB 1%. Las
condiciones de fraccionamiento dptimas para algunas cepas (IVR 116 y RESVIR 17) pueden requerir
que la proteina total del virus entero (INF 120) no supere una concentracion éptima. Para cumplir de
manera sistematica con este requerimiento, el volumen en INF 120 se aumenta de rutina durante la
fabricacion o se diluye con PBS al comienzo del proceso de 'fraccionamiento’. Los antigenos
obtenidos después de la solubilizacién se purifican por uitracentrifugacion para eliminar particulas
subvirales y se recolecta el sobrenadante que contiene los antigenos de superficie.

Adsorcién de CTAB
Se afade resina Amberlite para adsorber ¢l CTAB presente, La suspension se filtra para eiiminar
Amberlite y CTAB.

Cosechas Monovafentes Agrupadas

Se afiade Solucidn B al filtrado. Los resuitados de la prueba de carga bioldgica bacterlana llevada a
cabo desde 1997, antes de la filtracién estéril final, fueron de cero para todos los pre-filtrados. La
solucion es sometida a filtracion esterilizante por 0,2 um a un recipiente estéril colocado frente a la
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estacion de trabajo del flujo faminar en una sala limpia de clase C a través de filtros a los que se les
efectiia una prueba de integridad. La prueba de integridad de los filtros se realiza antes y después de
fa filtracion.

Inmediatamente después de la filtracién descrita anteriormente, los agrupamientos monovalentes se
transfieren al centro de Rosia en un tanque. Luego se transfieren a una sala de clase C después de su
sanitizacién externa de acuerdo con procedimientos internos. Se pasa un tubo de transferencia a
través de un puerto de transferencia, se realiza un muestreo del producto para Carga Biologica y es
sometida a filtracion esterilizante a un recipiente estéril, colocado bajo una campana de flujo laminar
de Clase A en una sala limpia de Clase B. Para la esterilizacion de la Cosecha Monovalente Agrupada
(MPH) se utiliza una capa fiitrante validada. Ei filtro esterilizante con membrana de acetato de celulosa
es similar al ufilizado en el centro de Siena, con una carcasa de polipropllenc y capas de
apoyo/drenaje. El material filtrante de acetato de celulosa consiste en una membrana doble
heterogénea. La primera membrana (0,45 um) actia como un pre-filtro adicional para la membrana
esterilizante final de 0,2 ym. Los filtros se suministran con una certificacion adecuada de Garantia de
Calidad.

La filtracién en el Centro de Siena es, en la actualidad, INF 136; la filracion de esterilizacion final, INF
139, mientras que la Cosecha Monovalente Combinada sigue siendo INF 140, aunque estas dos
Ultimas operaciones se realizan ahora en el Centro de Rosia. Se califico el tiempo de espera (holding
time), que es de 20 dias.

Todas las pruebas criticas, incluyendo endotoxina, esterilidad y SRID, se han recalificado o revalidado
para el producto sin tiomersal. |
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Diagramas de Flujo

A continuacién se presenta un esquema del proceso de produccidn de la Cosecha Monovalente
Agrupada que indica los pasos clave. Un diagrama de flujo mas detallado del proceso es presentado
en paginas siguientes con informacion sobre los parametros de operacion y los controles durante el
proceso, que comprenden cultivo del virus, cosecha de liquido alantoideo, inactivacion viral,
purificacion, diafiltracion, solubilizacién de hemaglutinina y neuraminidasa, adsorcién de CTAB y
filtracion esterilizante.

Diagrama de flujo

| SEMILLA DE TRABAJO |

|

r Inoculaciéon en huevos I

l

| Cosecha de liquide alantoideo I

[nactivacion

l
Centrifugacion en gradiente
de sacarosa

l

) ]
Fraccién Fraccion
pico hombro

(Fatarerta opoonal | Trelemiento g o,

BaSQy

L

n—-u--....a-[-—__

i
Diafiitracién de virus complete

|

Tratamiento con Polisorbato 80
|
Tratamiento con CTAB

]
I ULTRACENTRIFUGACION ]

|
[ Adsorcién con CTAB 'I

|

[ Clarificacion
i
Filtracion I
|
| Transporte a Rosia I
I

[ Filtracion esterilizante ]

COSECHA MONOVALENTE AGRUPADA
I ]
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a. Cultivo del Virus (centro de Siena}

SEMILLA DE TRABAJO

Dilucidn Huevos para
Produccién
SEMILLA PARA INOCULO Muestreo
(INF 030)
Pre-incubacidn
Volumen de
inoculacién
® Observacion a trasluz
(100%)
Desinfaccién '3—_4
1 Inoculacién en Huevos para 10-12 dias
produccion ® Cbservacion a 375£058°C
frasluz 55+ 10% HR
Muestreo de Esterilidad
Semilla para
Indculo
048-72h
Incubacion ¢34£2°C
¢ 65210 %RH

— al menos 8 hs
Enfriamiento 2-8°C
I
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b, Cosecha de liquido alantoideo e Inactivacion (centro de Siena) (continuacion)

|
Liquido Alantoideo cosechado

Adicion de soiucién de Citrato

de Sodio 12 M

LIQUIDO ALANTQIDEO
COSECHADC

l Clarificacion

|
LTQUIDO ALANTOIDED
COSECHADO CLARIFICADO
(INF 043)

® [nspeccion

0 1 1/20-40 | de Liquido Alantoideo

® Titulo de HA

® Titulo de HA

|
Recolecsién en tanque refrigerado

} 02-8°C

Ultrafiltracion
{Concentracion}

LIQUIDO ALANTOIDEO
COSECHADO DESPUES DE
ULTRAFILTRACION {INF 048)

® Tltulo de HA
¢ Carga biolégica
@ Endotoxina

Adicion de solucion acuosa ¢
de Formaldehido 40% ‘

¢ 05 mi de liquido
alantoideo

Transferencia a un tanque sanitizado
limpio

|

Inactivacién viral
{agitacion continua}

0 almenos 18 hs

¢ 20-30 °C

LIQUIDO ALANTOIDEQ INACTIVADO
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¢. Purificacion (centro de Siena)

LIQUIDO ALANTOIDEQ

Centrifugacion en gradiente de sacarosa

Separaci?ﬁn en bandas

Recoleccién de fracciones

® Titulo de HA

@ Carga biolégica

® pH

® Formaldehido libre

Gradiente de sacarosa:
20-80%

35.000 = 100 rpm
20+217h

40.000+ 100 rpm

r

# Contenido

. !
e Contenido
I de sacarosa I de sacarosa m v v
) y
descartar
descartar t S
—
Ttulo de HA FRA(?&%@ 0 00 FRAC%'SFNO%MBRO Titulo de HA
Endotoxina L [ L. : Endotoxina
Carga hiolégica Adicion de NaOH Adicién de NaOH Carga bivldgica
apH 9,0-10 apH 9,0-10
0 almacenar a 2-8°C ;
¢ purificar por
separado como se i
describe para la
fraccién hombro
ig Argentina 8.A.
Nova[;&. Luoic? Jarondc
Director Téoemco
MN 14840
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¢. Purificacion (centro de Siena) (continuacién)

Dilucion con Agua
Destilada estéril

Adicién de
suspension de Sulfato
de Bario 12,5%

¢ Agitacién durante 30 min

Decantacién $2-8°C
Sobrenadante Precipitado
descartar Centrifugacion | ¢ 1.500  rpm  2-8 °C
aproximadamente 20 min
l
SOBRENADANTE ' [ Ppellet
DESPUES DEL || eTitulo.
TRATAMIENTO |de HA
CON BARIO
(INF 080} . Elucion con
l solucion de Citrato
de Sodic 0,45 M
descartar
v Agitacion
Centrifugacion [¢ 1200 rpm 2-8 °C
aproximadamente 15 min
— | .
1er. Sobrenadante Pellet
E _
|
!
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¢. Purificacién (centro de Siena) (continuacion)
. 1 _
Elucién con solucion .

de Citrato de Sodio
0,45M

© Agitacién
¢ 1.200 rpm aprox. 2-8 °C
aprox. 15 min

' Centrifugacion .

|

Pallet

L

?Ho.'gbbrenadant{a

IETI:ICi;ﬁn con solucion [
de Citrato de Sodio

0,45M

! ¢ agitacion

{
Centrifugacion | ¢ "2.000 rpm 28 °C
v B * aprox. 20 min
‘3er. Sobrenadante Pellet
‘Mezcla de Descartar
scbrenadantes

'Centrifugacién ¢ 2.500 rpm 2-8 °C

aprox. 30 min
Sobrenadante Pellet
I MEZCLA DE 4
FRACCIONES

HOMBRO ®Tit. de HA
CLARIFI- e Endotoxina

CADAS 8 Carga biolégica
(INF 090} ,j,
| Descartar

Noval i rancic
uelo Jeran
Dr. L Tacnico

MN 14840
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¢. Purificacion (centro de Siena) (continuacion)

Mezcla de Fracciones Pico y Hombro ¢

clarificadas
L
MEZCLA DE VIRUS PRE- ® Titulo de HA
DIAFILTRACION (INF 100) & almacenar a
2-8°C

. A
. entina S-
— ovartis ASS e
' N e Lucio .‘.:.aérocmco

OHoON 1440
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d. Diafiltracién (centro de Siena)

22

MEZCLA DE VIRUS PRE-DIAFILTRACION

“Dilucién con PBS pH 7.3

Diafiltracién contra PBS pH 7,3

MEZCLA DE VIRUS POST-
DIAFILTRACION
(INF 110)

Filtracién por 1,2 um

" Adicién de solucién de
Polisorbato 80 0,6%

CONCENTRADQ DE VIRUS
COMPLETO (INF 120)

atina B
No@? e

N 414040

¢ Limite 300.000 D

® Titulo de HA
® Endotoxina
® Carga biolégica

@ Titulo de HA

@ Endotoxina

& Contenido de HA (SRID)

@ [dentidad de HA

® Carga bicldgica

@ Prueba de Fraccionamiento
® Contenido de proteina

® HA/Proteina total

O Almacenar a 2-8 °C
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&. Solubilizacién de Hemaglutinina y Neuraminidasa (centro de Siena)

23

l_ CONCENTRADO DE VIRUS J

COMPLETO

Polisorbato 80 0,6%

‘_ Adicién de solucién de -’

f Adicién de PBS pH 7,3 y solucidén de |

CTAB 1%

¢ Agitara 2-8 °C

¢ Almacenar a 2-8 °C

¢ Agitar a 2-8 °C

Centrifugacion

{er. Sobrenadante
de Subunidades

Nov

¢ 30,000=500 rpm

subvirales

Pellet de particulas

I

Homogeneizacion

pH 7.3

Adicién de PBS ]

¢ Agitar a 2-8 °C, 45-80 min

[ Centrifugacion | 4 300002500 rpm

anls
D, LU e eioo

Dieck 40

Jerof
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e. Solubilizacién de Hemaglutinina y Neuraminidasa (centro de Siena) (continuacion)

2-d0 Peliet de
Sobrenadante de ESSJ?;,ZSS
Subunidades
descartar
W
MEZCLA DE
SOBRENADANTES
DE SUBUNIDADES ¢ Almacenar a 2-8 °C
(INF 130)

s AY noie
NoVaDr. Lusio %_ero
wn A
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f. Adsorcion de CTAB y Filracion (centro de Siena)

MEZCLA DE SOBRENADANTES DE
SUBUNIDADES

Adicion de suspension de Amberlite
XAD-4

¢ Agitar por aprox. 16 hs

Filtracion clarificante
(Eliminacion de Amberlite) * CTAB
(INF 132)

COSECHA MONOVALENTE
AGRUPADA PRE-FILTRACION | o Carga biolégica
(INF 135)

Solucién B - 010 mi’Kyg

Prefiliracién
(1,2 pm)
|

'T;\I};a? ?Bn ® Prueba de Integridad

# Carga bioldgica

o
Novaor. La\:‘;\:f {atnico

D“MN 44840
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9. Filtracién esterilizante ~ Preparacién de Cosechas Monovalentes Agrupadas {ceffro de
Rosia)

Transporte al centro de Rosia

Filtracion esterilizante @ Prueba de Integridad
(0,45 ym + 0,22 pm) @ Carga biclégica
(INF 139}
® pH ()

COSECHA MONOVALENTE AGRUPADA

(INF 140) ® Proteina total (*)

0 Almacenara 2-8 °C

{*) Ademas de la Especificacion de Liberacion

Ar enting S.As

J
D, LU \co
Director Tao
MN 14840
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2.3 Control de Materiales
231 Componentes descritos en una farmacopea

Tabla 1: Componentes utilizados durante la produccion y formulacion de fa Cosecha

Monovalente Agrupada y/o la Vacuna a Granel Final

Componente Requerimientos de acuerdo con
Cloruro de sodio Ph.Eur.
Cloruro de potasio Ph.Eur.
Fosfato diacido de potasio Ph.Eur.
Fosfato disddico dihidratado ~ Ph.Eur,
Cloruro de magnesio Ph.Eur,
Cloruro de calcio Ph.Eur.
Agua para inyecciones Ph.Eur.

Tabla 2: Reactivos utilizados durante la produccion de la Cosecha Monovalente Agrupada

Componente Requerimientos de acuerdo con
Sulfato acido de kanamicina Ph.Eur.
Sulfato de neomicina : Ph.Eur,
Citrato de sodio Ph.Eur.
Formaldehido 40% en solucion acuosa Ph.Eur.
Sacarosa Ph.Eur.
Sulfato de bario Ph.Eur.
Polisorbato 80 Ph.Eur.

2,32 Componentes no descritos en una farmacopea
Se proporcionan especificaciones para componentes no farmacopeicos. Los ensayos internos
aplicados para el control de CTAB y Amberlite son aceptables.

2.3.2.1 Bromuro de cetiltrimetitamonio (CTAB)
. Caracteristicas

Polvo blanco, cristaline. Soluble en agua; libremente soluble en alcohol; moderadamente soluble en
acetona; insoluble en benceno y en éter.
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fi. Pruebas de identificacion
Disolver 2 g de la muestra en 100 ml de agua. Esta solucion, después de agitar, produce abundante

espuma.

A 5 ml de una solucién al 2,0% (p/v), afiadir 5 mi de acido nitrico dilvido (20 g de 4cido nitrico
concentrado llevado a 100 ml con agua), y 5 ml de solucién de nitrato de plata (4,25 g de nitrato de
plata llevados a 100 ml con agua). Dejar reposar la solucidn resultante protegida de la luz durante 30

minutos. Debe desarrollarse un precipitado de color amarillo.

Mezclar 5 ml de agua con 1 mi de &cido sulférico diluido (5,5 ml de &cido sulfdrico llevados a 100 ml
con agua), 2 ml de cloroformo y 0,05 ml de solucion de rojo de metilo (0,1 g de rojo de metilo llevados
a 100 ml con etanol 95%). La capa de cloroformo permanece incolora. Afiadir 0,02 g de la muestra y
agitar. Después de la separacion de fases la capa de cloroformo debe ser de color amarillo.,

Ariadir 2 ml de solucion de ferricianuro de potasio (5 g de ferricianuro de potasio llevados a 100 mi con
agua) a 5 ml de una solucién al 2,0% (p/v) de la muestra, Debe desarrollarse un precipitado de color
amarillo.

iii, Pruebas de pureza
El punto de fusion debe estar dentro de 232°C a 256°C. Realizado de acuerdo a USP - Prugbas
Fisicas <741>,

2.3.2.2 Amberlite® XAD-4

i, Caracterfsticas
Perlas duras, hidratadas.

ii. Pruebas de pureza

Eisicas

Pérdida por secado

La pérdida por secado debe estar entre 42,0% y 55,0%. Realizado de acuerdo con el procedimiento
de Ph. Eur,

Quimicas

Hierro

Un gramo de muestra se calcina con 2 ml de écido sulfarico concentrado hasta que el sedimento se
torna de color blanco. Luego, el sedimento se disuelve en &cido clorhidrico concentrado y se recolecta
por evaporacidn. El residuo resultante se resuspende en agua hasta un volumen de alrededor de

ovartis Argentina S.A.
28 N or. Luciog Jaroncic
Director Técnico
MN 14840
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