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Todos los resultados del contenido de carga bioldgica y de endotoxinas cumplen con los e
de aceptacién. El nivel de contaminacion biolégica estd, por lo tanto, controlado durante la -
conservacion.

4.2.2.2 Conclusion
Todos los resultados presentados permiten concluir que el nivel de contaminacién bioldgica estd

controlado cuando las columnas Sepharose se almacenan en solucidn de formaldehido-NaCl.

Por lo tanto, el almacenamiento en solucion de formaldehido-NaCl estd validado para un periodo
méximo de 1 mes, que ha demostrado ser aceptable para el uso rutinatio de las columnas
Sepharose rellenas con soporte Sepharose CL6B.

4.2.3 Estudio de la vida 1til del soporte Sepharose CL6B

4.2.3.1 Objeto del estudio

El objeto del presente estudio era determinar, durante una validacion rettospectiva realizada a
escala industrial, el nimero maximo de ciclos del soporte Sephatose CL6B que se pueden utilizar
durante la etapa de purificacion sin afectar la calidad del producto.

4.2.3.2 DPrincipio del estudio

La validacidn de la vida atil del sopotte ctomatografico Sepharose CL6B se lanzd a escala
industrial en los lotes del concentrado 2.

La validacién de la vida util de] soporte cromatogtéifico Sepharose CL6B se controld mediante los
siguientes pardmetros:

¢ Contenido de antigeno D (recuperacion de antigeno D del paso).
e Contenido de protefnas (tasa de eliminacion de las proteinas).
o Derfil de elucién cromatografica.
El contenido de antigeno D y el contenido de proteinas se determinan de forma rutinaria en cada
suspension viral purificada y concentrada como prueba de liberacién.
4.2.3.3 Resultados

Recuperacion de antigeno D

La prueba de recuperacion de antigeno D se lleva a cabo en lotes del concentrado 2 y de
suspension purificada Sepharose para calcular la recuperacion de antigeno D.

Los resultados obtenidos de la tecuperacion de antigeno D se presentan en la figura 18, Los
limites de accién definidos para la recuperacidn de antigeno D en la etapa de cromatogtafia
Sepharose CL6B van del 35 % al 145 %.
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Figura 18: Resultados de la recuperacién de antigeno D
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Todos los resultados cumplen con los limites de accién definidos hasta el ciclo de purificacién n.°

80.
Contenido de proteinas

Los resultados obtenidos para el contenido de proteinas en lotes de suspensidn purificada
Sepharose se ptesentan en la figura 19.

Los limites de accidon definidos para el contenido de proteinas en la etapa de cromatografia
Sepharose CL6B van de 22 a 385 pg/mlL.
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Figura 19: Resultados del contenido de proteinas
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Todos los resultados cumplen con los limites de accidén definidos hasta el ciclo de purificacion n.°®
80.

Perfil cromatogrdfico

El perfil cromatografico observado normalmente en esta etapa de la purificacion cromatografica
se presenta en la figure 20 (ciclo n.° 1) y en la figura 21 (ciclo n.° 80). El petfil cromatografico
estd compuesto por tres fracciones denominadas VO, virus y fraccion de coleo, El pico de la
fraccion de virus es la fraccion que se recoge para continuar con la siguiente etapa de putificacion.
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Figure 20: Ejemplo de perfil cromatografico (ciclo n.° 1)
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Figura 21: Ejemplo de perfil cromatografice (ciclo n.° 80)
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Ambos perfiles cromatogréficos cumplen.
Hasta el ciclo de purificacion n.° 80, el gel permite separar el producto que se va a purificar, y no
hay tendencias en el rendimiento del gel en funcion del ntmero de ciclos.

4.2.34 Conclusion

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, no existen tendencias de los resultados de
recuperacion de antigeno D ni de contenido de proteinas obtenidos tras los 80 ciclos de
purificacion. Los perfiles cromatograficos demuestran la capacidad del gel para separar el
producto en una columna cromatogréfica Sepharose CL6B en el ciclo de purificacién 1.° 80.

Baséndose en estos resultados, se valida la vida util de la columna cromatografica Sepharose
CL6B con un maximo de 80 ciclos de purificacion.
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5 Conclusion final

La validacién del proceso de elaboracion del granel de vacuna antipoliomielitica trivalente
inactivada en células Vero ha quedado demostrada mediante:

¢ Una validacion completa del proceso de elaboracién del monovalente de los tipos 1,2y 3
desde el cultivo de células Vero hasta la inactivacion de la suspension viral purificada y
concentrada.

o Una validacién adicional de la purificacion de Ia cosecha cruda tras el cambio del soporte
cromatografico de intercambio idnico.

» Lavalidacién de la agitacidén y mezcla de los monovalentes del serotipo 1, 2 y 3 para
obtener el trivalente concentrado.

Los datos de los parAmetros de produccion controlados durante la produccion del grane] de
trivalente concentrado (IPV) cumplen con los criterios de aceptacion definidos anteriormente,

Todos los resultados de controles durante el proceso registrados durante la produccidn del
ptincipio activo cumplen con los criterios de aceptacion.

Todos los resultados obtenidos para las ptuebas de caracterizacion adicionales cotresponden a los
resultados previstos.

Todos los resultados de control de calidad de productos intermedios (células de control,
sobrenadantes de las células de control, cosecha Gnica, suspension viral purificada y concentrada y
monovalente de los tipos 1, 2 y 3) y del principio activo, es decir, el granel de trivalente
concentrado, cumplen con las especificaciones de liberacion descritas en las secciones 3.2.8.2.4
Control de los pasos criticos e intermedios y 3.2.5.4,1 Especificaciones.

Fn conclusidn, cada etapa del proceso de elaboracion del monovalente de los tipos 1, 2y 3 y del
trivalente concentrado estd validada y bajo control.
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Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién.( !
A

1 Introduccidén

La produccion del granel de polisacarido conjugado de Haemophilus, abreviado PRP-T, y
obtenido mediante la unién covalente del polisacdrido de Haemophilus tipo b activado (PRP-AH)
a la proteina tetdnica concentrada (CTP) se divide en tres pasos de produccidn principales:

¢ Produccién del polisacarido activado de Haemophilus tipo b (PRP-AH);
e Produccion de la proteina tetdnica concentrada (CTP).

» Conjugacion del polisacarido de Haemophilus tipo b a la proteina tetdnica concentrada para
obtener ¢l PRP-T.

Cada parte del proceso de elaboracion se ha validado de forma independiente al menos en tres
lotes industriales consecutivos, como se describe a continuacion:

e Pardmetros de produccién: Los que se definen en la seccidn 3.2.5.2.2 Cultivo celular v
cosecha y 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacién y modificacién y pardmetros de produccion
adicionales que respaldan la validacion del proceso.

¢ Controles durante el proceso: Los que se definen en la seccién 3.2.8.2.2 Cultivo celular y
cosecha y 3.2.8.2.2 Reacciones de purificacién y modificacidn e IPC adicionales y pruebas de
caracterizacién adicionales que respaldan la validacién del proceso.

o Pruebas de control de calidad en los productos intermedios y en el principio activo: los que se
definen en las secciones 3.2.8.2.4 Controles de pasos criticos e intermedios: Intetmedio PRP,
3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos e intermedios: Intermedio PRP- AH, 3.2.8.2.4
Controles de los pasos ctiticos e intermedios: Intermedio PTP, 3.2.8.2.4 Controles de los
pasos criticos e intermedios: Intermedio CTP y 3.2.5.4.1 Especificaciones.

¢ Pasos criticos: los definidos y presentados en 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e
intermedios.

¢ Estudios adicionales de caracterizacion cuando corresponde.

Cada paso de la producci6n se validé para demostrar que el proceso de elaboracion permite
producir el granel de polisacérido conjugado de Haemophilus tipo b (PRP-T) de maneta uniforte
y con la calidad requerida (vea la seccidn 3.2.8.4.1 Especificaciones).

Esta seccion describe los resultados de validacion obtenidos para cada paso del proceso de
elaboracion e incluye una discusién de los resultados y su conclusion.
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2 Validacion de la produccion del polisacarido de Haemophilu&;
(PRP) “

2.1 Fermentacion del polisacirido de Haemophilus influenzae tipo b y pasos de la
cosecha hasta el producto intermedio pellets de cetrimida

2.1.1 Introduccién

Para validar la fermentacion y cosecha del polisacérido de Haemophilus influenzae tipo b, se
elaboraron dos conjuntos de 3 lotes consecutivos de polisacarido de Haemaphiius tipo b
(FA206737, FA206738 y FA206739) y (FA214147, FA214149 y FA214160) siguiendo el
proceso de elaboracion descrito en las secciones 3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosechay 3.2.8.2.2
Reacciones de purificacion y modificacion.

2.1.2 Parametros de produccién

Los pardmetros de produccion registrados durante el programa de validacion, desde la etapa de
fermentacion del Haemophilus influenzae tipo b (1.1) hasta el pellet de cetrimida (fin de la etapa
1.6b), se presentan e la Tabla 1. Todos los paratmetros de producelén (vea Tabla 1) que se
siguieron durante el programa de validacion estuvieton dentro de los rangos operativos historicos.

2.1.3  Controles durante el proceso realizados en el marco de la validacién,

Se tealizaron controles durante el proceso en el marco de la validacién en distintas etapas a lo
largo de todo el proceso de elabotacién, desde la fermentacion hasta el pellet de cettimida, y sobre
el polisacarido de Haemophilus tipo b (vea la Tabla 2).

Todos los resultados cumplen con los criterios de aceptacion definidos,
2.14  Pruebas de control de calidad

Los seis lotes descritos en este capitulo se continuaron procesando hasta la etapa del polisacérido
de Haemophilus tipo b (final de la etapa 1,10b); vea los resultados del control de calidad Tabla 3.

Todos los resultados cumplen con los criterios de aceptacidn definidos.
2.1.5  Pasos criticos

No existen pasos que se consideren criticos durante las etapas de fermentacion y cosecha del
polisacérido de Haemophilus influenzae tipo b hasta el producto intermedio pellets de cetrimida.
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