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Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero

Seccion 3.2.5.2.2

Reacciones de purificacion y

1.2.6

Controles durante el proceso aplicados para la purificacion
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En latabla 1 se presentan los controles en ¢l proceso aplicados durante la purificacién. -

Las prueba de contenido de antigeno D, contenido proteico, esterilidad bacteriana y flingica y
pureza estdn incluidas también en el perfil de control de calidad (vea la seccién 3.2.S.2.4 Control
de los pasos criticos e intermedios) en la etapa de suspensidn viral purificada y concentrada.

Tabla 1: Controles durante el proceso aplicados para la purificacién

Paso de elaboracion

Controles durante el proceso

Prueba

Criterios de aceptacion

Justificacién

Suspension viral purificada
concentrada

Contenido de antigeno D
{mediante el método sigmoideo).

{Segin la Ph. Eur. 2.7.1, edicién
actual)

Para el céleulo del indice de
pureza

Para calcular la pureza del
intermedio

Contenido proteico

(Seglin Ia Ph. Eur. 2.5.16, edicion
actual)

Para el cdlculo del indice de
pureza

Para calcular [a pureza del
intermedio

Prucba de esterilidad bacteriana y
fingica
(Ph. Eur. 2.6.1, edicién actual)

No se observa crecimiento
microbiano

Para detectar una posible
contaminacién.

Proporcion proteina/antigenc D
(pureza).

Para calcular la pureza del
intermedio

<0,027 pg/UD*
Tipo It
oo <0,0875 pg/UD
po < < 0,030 pg/UD
Tipo 3:
{método interno})
* UD equivale a unidad de antigeno D
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1.3  Inactivacion de Ia suspension viral purificada y concentrada Armeach

Para obtener el monovalente (tipo 1, 2 6 3), se inactiva la suspensién viral purificada y
concentrada. Los lotes de monovalente se pueden preparar a partir de uno a tres lotes de
suspensién viral purificada y concentrada del mismo serotipo. La dilucion de la suspensién viral
purificada y concentrada con medio de inactivacion se ajusta antes de llevar a cabo la etapa de
inactivacion.

La suspensién viral purificada diluida se filtra (a través de una membrana de 0,2 um) y se calienta
a entre +36,5 °C y +37,5 °C,

La inactivacion viral se realiza en dos etapas de 6 dias cada una.
* Primera etapa de inactivacidén

A la suspension viral se le afiade la solucién concentrada de formaldehido diluida a 1:200 con el
medio de inactivacién para obtener una dilucion final de 1:4000. Se incuba la suspensién a entre
+36,5 °C y +37,5 °C durante 6 dias. Se toman muestras cada 24 horas + 1 hora para controlar la
cinética de inactivacién hasta el cuarto dia de inactivacion. La cinética indica el avance de la
inactivacién. Al cabo de unos 6 dias, la mezcla viral se filtra (a través de una membrana de

0,2 pm) y se transfiere a un tangue para completar el proceso de inactivacion.

¢ Segunda etapa de inactivacion
La mezcla se almacena durante 6 dias adicionales a entre +36,5 °C y +37,5 °C.
Al final del dia 12, se mide el pH y se ajusta si es necesario.

Se filtra la suspension (a través de una membrana de 0,2 pm) v se almacena en un matraz de
vidrio a entre +2 °C y +8 °C durante un maximo de 36 meses. El producto obtenido es €l
monovalente de la IPV tipo 1, 2 6 3. Se toman muestras para las pruebas de control de calidad
(vea la seccion 3.2.5.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios).

1.3.1  Controles durante el proceso aplicados durante la inactivacion de la suspension
viral

En la tabla 2 se presentan los controles durante el proceso aplicados para la inactivacion de la
suspension viral. Estos controles durante el proceso estdn mcluidos también en el perfil de control
de calidad de la seccidn 3.2.S.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios.
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Tabla 2: Controles durante el proceso aplicados durante la inactivacién de la sus% joitr- ' /
viral EnTRAOT
Paso de elaboracién Controles durante el proceso
Prueba Criterios de aceptacién Justificacion
Cinética de inactivacién: | El titulo infeccioso disminuye en Medicion del titulo infeccioso
TO funcidn lineal del tiempo. para obtener informacién de
la evolucion de la
T24h inactivacion.
T48 h
T72h
T9h
Célculo de la pendiente Tipe 1: entre -0,1187 y -0,1758
Monavalente (TO, T24h, T48h) Tipo 2: entre -0,0955 y -0,1890
(método interno) Tipo 3: entre -0,1090 v -0,1933
Prueba de inactivacién Demostrar la ausencia de
efectiva: poliovirus vives después de la
Dia ¢ Sin efecto citopatico durante el proceso Inactivacion.
de amplificacidn.
Dia 12 Sin efecto citopético durante el proceso
(método interno) de amplificacion.
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2 Preparacion del trivalente concentrado

En la figura 3 se presenta el diagrama de flujo del proceso para preparar el trivalent&

Figura 3: Preparacién del trivalente concentrado

Descripcitn del proceso Parimetros de produccién Controles
Rangos operativos

Medio M 199 de Hanks

Agregado ds monovalentes tipo 1,2 y 3 en cantidades
apropiadas

l

Homogeneizacion

Ajuste de pH a7,2 con solucion de hidroxido de sodio
o solucitn de dcido clorhidrico

¢ Controles durante ¢l
proceso
Homogeneizacién . medicidn de pH .
Medicion de osmolalidad
¢ Carga biolégica

Filtracién con filtro de0,2 um

\

Trivalente concentrado Pruebas de control de calidad*

*Las pruebas de control de calidad se detallan en la seccidn  3.2.8.4.1 —Especificacion del
principio activo
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El trivalente concentrado se prepara en condiciones asépticas. @;

Se introduce un volumen de medio 199 (Hanks) sin rojo de fenol en el tanque de nm—*:zcl\e/wR

después se agrega el volumen adecuado del monovalente concentrado. Estos volimenes s¢
calculan basandose en el titulo de cada lote del tipo de virus.

Tras la homogeneizacion, se ajusta el pH entre 7,15 y 7,25, si es necesatio.

La solucidn del trivalente se filtra (a través de una membrana de 0,2 um) para obtener ¢l trivalente
concentrado a granel. El intervalo de volumen para el tamafio de lote de trivalente concentrado es

de entre 120 L y 300 L. El trivalente concentrado a granel se almacena en matraces de vidrio o en

tanques de acero inoxidable a entre +2 °C y +8 °C durante un maximo de 24 meses.
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2.1 Controles durante el proceso aplicados para la produccién del trivaledt
concentrado '

En la tabla 3 se presentan los controles durante el proceso aplicados para la produccion del
trivalente concentrado.

Tabla 3: Controles durante el proceso aplicados para la produccion del trivalente
concentrado

Paso de elaboracion Controles durante el proceso
Prueba Criterios de aceptacibn Justificacion

Preparacion del Medicién def pH 7,15-7,25 Verificar el entotno
trivalente concentrado | (Ph. Eur. 2.2.3, edicién fisicoquimico.

actual)

Medicion de la 320 -360 mOsm/kg

osmolalidad

(Ph. Eur. 2.2.35, edicién

actual)

Carga bioldgica < 10 UFC/100 ml, Determinar la

(Ph. Eur. 2.6.12, edicidn biocontaminacién antes de {a

actyal) filtracion.
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3 Medios de cultivo, tampones y otros aditivos utilizados durar
preparacién del trivalente concentrado S

Los medios utilizados para preparar el trivalente concentrado a granel estan basados en los medios
patentados estandar en polvo: M 199 Hanks especial y M199 Hanks sin rojo de fenol.

Los polvos patentados se preparan, se mezclan con otros aditivos y se filtran (a través de una
membrana de 0,2 um). Ademads, cada solucion de medio se filtra antes de usarla (a través de una
membrana de 0,2 um).

¢ Composicién de la solucién de tampén de fosfato diluida en agua purificada (utilizada en la
etapa de purificacion)

NazHPO4; 2H20

KH,PO,4

¢ Composicion del medio de inactivacidon diluido en agua purificada (utilizado en la etapa de
inactivacion) '

M199 Hanks especial

Polisorbato (Tween) 80 (solucidn al 5 %).

Glicina

EDTA (sal disddica dihidrato).

¢ Composicién del medio M199 Hanks concentrado diluido en agua purificada (utilizado para
obtener la suspension viral purificada y concentrada)

M 199 Hanks especial

Polisorbato (Tween) 80 (solucion al 5 %).
Glicina

EDTA disédico

¢ Solucion de formaldehido diluido en agua purificada (utilizada en la etapa de purificacion)

¢ Composicidn de la solucién de formaldehido—NaCl diluida en agua purificada (utilizada en la
etapa de purificacién)

Formaldehido
NaCl

s  Composicién del medio M199 Hanks especial (sin rojo de fenol) diluido en agua purificada
(utilizado para la preparacion del granel trivalente)

M 199 Hanks sin rojo de fenol (polvo)
s Otras soluciones

Las soluciones que se presentan a continuacion se utilizan para preparar medios, otras soluciones
o para ajustar el pH.

s Solucidn de clorhidrato.
e Solucidn de cloruro de sodio

Furl
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¢ Solucidn de hidréxido de sodio
¢ Solucién de lejia

¢ Solucidn de 4cido acético/NaCl.
s Solucion de formaldehido

4 Llenado, almacenamiento y transporte

Después de una filtracién de 0,2 um, el trivalente antipoliomielitico concentrado e inactivado se
distribuye en matraces de vidrio o en tanques de acero inoxidable mediante presién de nitrégeno a
través de sistemas de transferencia equipados con tubos de inyeccién. Ademds, se analiza la
biocontaminacién inicial y la osmolalidad antes de la filtracién.

El trivalente antipoliomielitico concentrado € inactivado se mantiene en cuarentena a entre

+2 °C y +8 °C a la espera de los resultados satisfactorios de las pruebas de control de calidad (vea
la seccidn 3.2.8.4.1. Especificaciones). El trivalente antipoliomielitico concentrado inactivado y
filtrado se almacena a entre +2 °C y +8 °C durante un méaximo de 24 meses (vea la seccién
3.2.5.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad) antes de utilizarlo para la elaboracién del
producto final a granel.
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Seccién 3.2.5.2.4 Control de pasos criticos e intermedios& ™
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1 Panorama de los pasos criticos del proceso de produccién del
trivalente concentrado (tipos 1,2y 3)

El principio activo, llamado trivalente concentrado, se obtiene al mezclar cantidades definidas de
monovalentes de tipo 1, 2 y 3. Cada monovalente se produce por replicacién de poliovirus en
células Vero. La cosecha tinica obtenida de esta manera se filtra, concentra, purifica ¢ inactiva con
formaldehido.

El proceso de elaboracién de monovalentes se describe en cinco pasos que se detallan a
continuacion (ver las secciones 3.2.5.2.2 Cullivo y cosecha celular y 3.2.5.2.2 Reacciones de
purificacién y modificacién, llenado, almacenamiento y transporte):

e Cultivo de células Vero (pasos A a E): el objetivo de estos pasos es producir el cultivo de
células Vero en el 142° pasaje.

e Produccidn del cultivo viral y de la cosecha: el objetivo de estos pasos es obtener la cosecha
tnica.

e Paso de concentracion: el objetivo de este paso es obtener un volumen adecuado para la
purificacion por cromatografia.

o Paso de purificacién: el objetivo de este paso es purificar y concentrar la cosecha unica. Este
paso puede afectar la calidad de la suspension viral purificada y concentrada.

» Paso de inactivacion: el objetivo de este paso es inactivar el virus. Este paso puede afectar la
calidad del monovalente de tipo 1,2 0 3,

Se aplican pasos de control de calidad a los siguientes productos intermedios de la produccidon
(ver el capitulo 3.1):

e Lacosecha tnica.
¢ [a suspensidn viral purificada y concentrada.
s El monovalente de tipo 1,2 o 3.

e Ademas, se aplican pruebas de control de calidad a las células de control y a los sobrenadantes
de las células de control.

s Se presentan a continuacién las especificaciones, los métodos analiticos de los productos
intermedios y los datos de estabilidad para las suspensiones virales purificadas y concentradas y
para los monovalentes de los tipos 1,2y 3.
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2  Pasos criticos

Con baseBasdndose en los resultados de validacién que demuestran que el proceso de elaboracién
es reproducible y est controlado (ver la seccion 3.2.5.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso),
los pasos presentados en la tabla 1 se consideran criticos para el proceso de elaboracién del

trivalente concentrado.

Tabla 1: Pasos criticos del proceso de elaboracién del trivalente concentrado

Pasos criticos

Control critico

Objetivo del paso

Cultive viral

El paso de cultivo viral se controla con los parametros de
produccion: temperatura, pH, duracion, M.D.L.*

Garantizar la dptima replicacién v
propagacion de los poliovirus,

Suspensién purificada, GM:
cromatografia Hiper cerdmica
DEAE GM

El paso de suspension purificada GM se controla con los
parametros de produccién: pH, conductividad del concentrado 1 y
del tampon de fosfatos, caudal de elucién y volumen del soporte,

Garantizar la purificacién 6ptima en la
columna cromatogréfica con sopoite
cerdmico Hyper D con DEAE, GM.

Suspensién purificada, | El paso de suspension purificada Sepharose se controla con los | Garantizar |a purificacidn 6ptima en la
Sepharose: cromatograffa con | parmetros de produccion: altura del gel y caudal del tampdn de | columna cromatografica con
Sepharose CL6B fosfatos, Sepharose CL6B.

Inactivacién El paso de inactivacion se controla con los pardmetros de | Evitar la  agregacion de  virus

produccidn: temperatura, contenido de formaldehido, duracion.

(requisitos de la OMS y de ia Ph.

Eur) y pgarantizar la inactivacion
efectiva de poliovirus

®

M.D.L: multiplicidad de infeccién.

Nota: el estudio de estabilidad de productos intermedios (graneles de cosecha cruda, suspension viral purificada
concentrada y monovalente) se considera también un paso critico. Se oftece informacion de los estudios de

estabilidad en el capitulo 3.7 y en la seccidn 3.2.5.7.1 Resumen y conclusiones de estabilidad

Estos pasos llevan a cabo de acuerdo con los parametros de produccion y se someten a controles
durante el proceso (se detallan en la seccién 3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular, 3.2.5.2.2
Reacciones de purificacién y modificacion, llenado, almacenamiento y transporte v en la seccidn
3.2.8.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso).

Por otra parte, durante los distintas pasos del proceso de elaboracion, la verificacion de los
parametros de produccion, el monitoreo de los controles durante el proceso y los controles de

liberacidn realizados sobre los productos intermedios permiten mantener bajo control estos pasos
criticos.

N/

RA_0302315 Informacién confidencial/propietari

Pagina 13 de 140

ROXANA
oi

al L1F

NTEMILONE CHR#S'HADS EBU 74

RA TECHICA APO
PASTEIR S.A.  SANOH S.A.






sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2.4
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3 Productos intermedios

Los productos intermedios incluidos en la elaboracién del trivalente concentrado son:
e (Células de control y sobrenadantes de céiulas de control.

¢ (Cosechas nicas de virus (tipos 1, 2 y 3).

¢ Suspensiones virales purificadas concentradas (tipos 1,2 y 3).

¢ Monovalentes (tipos 1, 2 y 3).

Cada producto intermedio est4 sometido a pruebas de control de calidad excepto la cosecha cruda,
que es un producto intermedio que no se libera. Los demas productos intermedios deberan
cumplir las especificaciones presentadas a continuacién.

3.1  Especificaciones

Las especificaciones de los productos intermedios se presentan de la tabla 2 a ia tabla 6,

Tabla 2: Especificaciones para las células de control

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacién
Observacién Ph. Eur, 0214, Segin la Ph. Eur. 2.6.16, edicion actual Ausencia de efecto citopético causado por
edicion actual. Deteceion del efecto ¢itopatico mediante agentes extrafos.
TR 910 microscopia dptica.
Prueba de virus Ph. Eur, 0214, Sepin la Ph. Eur, 2.6.16, edicion actual Ausencia de hemadsorcion.
hemadsorbentes edicidn notual. | oope 0 con glébulos rojos de cobayo.
TRS 910
1dentificacién de células de Ph. Eur. 0214, Segin la Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual Identificacion positiva.
simio edicion actual Andlisis de isoenzitmas (lactato
TRS 910 deshidrogenasa, fosfogluconato
deshidrogenasa, glucosa fosfato
isomerasa) por enfoque isoeléctrico
(IEF).
N i
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Tabla 3: Especificaciones para los sobrenadantes celulares

Pruebas Requisitos Meétodos Criterios de aceptacion
Prucba de agentes extrafios Ph. Eur. 0214, Segin la Ph. Eur. 2.6.16, edicion actual | Ausencia de efecto citopatico para cada
utilizando células: edicidn actual. Inoculacién de los sobrenadantes en las | GPe de célula,
- Linea celular continua Vero TRS 910 monocapas de cada tipo de célula.
- Células diploides humanas . .
MRC-5 Deteccion del efecto citopatico.
- Células primarias de rifién de
mono
Prueba de deteccifn de / Segln la Ph. Eur. 2.6.7, edicién actual | Sin crecimiento de Mycoplasma
Myc:ap[asmn por ¢l método de Inoculacian en dos medios (liquido y
cultivo solido). 7
Incubacion en condiciones aerobias y
anaerobias,
Prueba de deteccion de / Segun [a Ph. Eur. 2.6.7, edicién actual | No se detectd Mycoplasma por
Mycoplasma por epifluorescencia Epifluorescencia. epifluorescencia en cultivo celular.
en cultivo celutar :
Tabla 4: Especificaciones de las cosechas tinicas de virus (tipos 1,2 y 3)
Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacidn
. Verificacion de la neutralizacion del Positiva: poliovirus tipo 1,2 0 3.
efecto citopético del poliovirus en
" rlas sensibles {células Hep-2) con
‘2 especifico del tipo.
see . wipo | Ph.Eur, 0214, Observact. . .. ™cta citopaticodel - | 5107 DICC5qy/mL.
edicion actual poliovirus en células sensibles (células
Hep-2) y calculo de la dosis infecciosa
50 % de cultivo de tejido (DICCs).
- Prueba de esterilidad bacteriana | Ph. Eur. 0214, Ph. Eur. 2.6.1, edicion actual No se gbserva crecimiento microbiano.
y fingica edicion actual Filtracién por membrana.
TRS 910 o o
Utilizacién de 2 medios diferentes.
Prueba de deteccion de Ph, Eur. Segin la Ph. Eur, 2.6.7, edicidn actual Sin crecimiento de Mycoplasma.
M Mycoplasma por &l método de 0214, edicion Inaculacién en dos medios (liquido y
eultivo actual, sélido).
: TRS 910 ’ . . .
Incubacion en condiciones aerobias ¥
anaetobias.
-/
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