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(57) Pedepar:
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Inventia se referd la domeniul biotehnologici, in particular, ea se referd la o metodd de pregitire a
compozitiei de vaccin combinat cu doze multiple, care include un grup de antigeni/imunogeni si
vaccinului combinat.

Un vaccin combinat care poate oferi imunogenitate impotriva unui numir larg de boli este mereu
avantajos fatd de un vaccin monovalent, deoarece el reduce numarul de vaccinuri administrate, reduce
complicatiile asociate cu injectiile intramusculare multiple, reduce costurile de administrare §i producere,
micsoreazd costurile de stocare, reduce riscul vaccindrilor intirziate sau ratate si imbunititeste
complianta pacientului prin reducereca numdirului de vacciniri separate. in plus, preparatele complet
lichide ale vaccinului combinat au avantage disticte peste acelea care necesitd reconstituirca. Timpul
mediu de pregitire se dovedeste a fi aproape jumdtate pentru vaccinul complet lichid comparat cu
vaccinul care nu este complet lichid. Aproape tot personalul medical (97,6%) a stabilit ca ei ar prefera
utilizarea vaccinului complet lichid in practica lor de zi cu zi. (Soubeyrand B. et al. Assessment of
preparation time with fully-liquid versus non-fully liquid paediatric hexavalent vaccines. A time and
motion study; Vaccine, 2015, vol. 33, p. 3976-3982).

Vaccinurile combinate disponibile si cunoscute in prezent nu pot contine formuldri potrivite de
antigeni potriviti in forme imunogenice potrivite pentru atingerea nivelelor dorite de siguranti, eficacitate
si imunogenicitate intr-o populatic umani susceptibili pentru un numir de boli intr-o singuri
administrare. Numirul diferitor combinatii de vaccinuri care pot fi create cu doar citiva antigeni
suplimentari este considerabil. Prin adiugarea de 1-4 alte componente antigenice (de ex. HIB (liofilizat
sau lichid), HBV, IPV, HAV) la oricarc DTwP sau DTaP, sunt 44 de combinatii de vaccinuri posibile
diferite carc pot fi generate. Numirul ar creste la sute dacd componentele individuale de la diferiti
producitori au fost luate in considerare. Deoarece fiecare vaccin combinat nou individual (tiniAnd cont de
diferentele in componenti conform sursei) trebuic dezvoltat separat pentru a demonstra siguranti,
stabilitate, compatibilitate si eficacitate, dezvoltarea tuturor acestor vaccinuri devine o sarcind
pI'OVOCEltOElI'e.

Antigenii vaccinului combinat

Antigenii difteriei i tetanosului

Difteria si tetanosul sunt infectii acute cauzate de Corynebacterium difteriae §i Clostridium tetani,
respectiv. in amble cazuri este o exotoxini potentd al acestor bacterii care este responsabild pentru boala
clinicd. Vacinurile care oferd protectic impotriva acestor bacterii contin toxine care sunt modificate
chimic pentru a forma toxoizi, o toxinid chimic modificatd carc nu mai este toxicd, dar este inci
antigenicd. Toxinele difteriei i tetanosului sunt produse prin cresterea Corynebacterium difteriae i
Clostridium tetani, intr-un mediu ce contine extract bovin. Toxinele sunt inactivate folosind urméitorul
tratament care include: termal, UV, formalind/formaldehida, glutaraldehidd, acetiletilenimind, etc. pentru
crearca toxoizilor (Toxoid difteric (D) si Toxoid tetanos (T)). Preocupdrile cu privire la encefalopatia
spongiformi bovind (BSE), encefalopatia spongiforma transmisibild (TSE), boala Creutzfeldt-Jakob (CID
si variantele bolilor CJD) pot aparea de la componentele animale folosite in mediul de crestere ce contine
extract bovin rispandindu-se prin vaccin (WHO Guidelines on Transmissible Spongiform
Encephalopathies in relation to Biological and Pharmaceutical Products, 2003 &
EMEA/CPMP/BWP/819/01, 24 April 2001).

Antigeni pertussis

Introducerea de vaccinuri cu celule intregi compuse din organisme de Bordetella pertussis inactivate
chimic sau prin incélzire, care in anii 1940 a fost responsabild pentru o reducere dramatica in incidenta de
tusa convulsiva cauzata de B. pertussis.

Vaccinurile DTP cu celule intregi sunt frecvent asociate cu mai multe efecte adverse locale (de ex.,
eritem, inflamatie, si durere in locul injectdrii), febrd, si alte evenimente sistemice ugoare (de ex.,
somnolentd, iritabilitate, si anorexie) (Cody C.L., Baraff L.J., Cherry J.D., Marcy S.M., Manclarck C.R.
The nature and rate of adverse reactions associated with DTP and DT immunization in infants and
children. Paediatrics, 1981, vol. 68, p. 650-660) & (Long S.S., DeForest A., Pennridge Pediatric
Associates, et al. Longitudinal study of adverse reactions following Diphtheria-tetanos-pertussis vaccine
in infancy. Paediatrics, 1990, vol. 85, p. 294-302). Efecte sistemice mai severe (de ex., convulsii {cu sau
fard febrd} si episoade hipotonice hiporesponsive) apar mai rar (raport de 1 caz la 1,750 doze
administrate) printre copiii care primesc vaccina DTP cu celule intregi (Cody C.L., Baraff L.J., Cherry
1.D., Marcy S.M., Manclarck C.R. The nature and rate of adverse reactions associated with DTP and DT
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immunization in infants and children. Paediatrics, 1981, vol. 68, p. 650-660). Encefalopatia acutd apare
chiar mai rar (raport de (...10,5 cazuri la un milion de doze administrate). Expertii sunt de acord ci
vaccinul pertussis cu celule intregi provoacd leziuni cercbrale de duratd in unele cazuri rare (Institute of
Medicine; DPT vaccine and chronic nervous system dysfunction, a new analysis; Washington D.C,,
National Academy Press, 1994).

Mai multe rapoarte citeaza o relatie intre vaccinarea cu pertussis cu celule intregi, reactogenitate si
efectele secundare serioase care au dus la un declin in acceptarea vaccinului si epidemiile reinnoite in
consecinti (Miller D.L., Ross E.M., Alderslade R., Bellman M.H., and Brawson N.S.B. Pertussis
immunization and serious acute neurological illness in children: Brit. Med. J. 1981, vol. 282, p. 1595-
1599).

Reactiile adverse asociate cu pertussis cu celule intregi (WP) sunt o piedicd pentru utilizarea lor
continud la nivel mondial si prin urmare vaccinurile combinate bazate pe wP au fost treptat inlocuite in
lumea industrializata prin vaccinurile combinate bazate pe pertussis acelular.

Mai recent, un vaccin cu component definit contra pertussiss a fost dezvoltat. Toate vaccinurile
hexavalente lichide pe bazi de pertussis acelular (DTaP IPV PRP-T-HBsAg) au fost raportate anterior
[1].

Infanrix® Hexa (GSK) este in prezent singurul vaccin pediatric combinat hexavalent comercializat
la nivel global ce contine Salk IPV. Acest produs (DTaP3 -IPV-HBV//Hib) este vandut ca o scringd
preimplutd a produsului pentavalent co-ambalat cu un antigen PRP-T Hib leofilizat conjugat intr-o fiola
separatd pentru a fi reconstituitd cu restul vaccinului inainte de utilizare.

Al doilea vaccin hexavalent, Hexyon® (numit si Hexacima® si Hexaxim®) este un hexavalent total
lichid de la Sanofi Pasteur; totusi este de asemenea cu aP. Acest vaccin probabil este destinat pentru
pietele private din Europa si la nivel mondial.

Un vaccin combinat heptavalent este in curs de dezvoltare de Bharat Biotech International care
constd din DT, pertussis acelular, Sabin IPV (tip 1: 40 DU, tip 2: 8 DU, tip 3: 32 DU), o singuri tulpini
inactivatd de rotavirus (tulpina G9, adica tulpind 116E), un conjugat al gripei Haemophilus de tip b PRP
conjugat la TT si un vaccin recombinant impotriva hepatitei B.

Totusi au aparut preocupari privind eficacitatea pe termen lung al vaccinulor pertussis acelular (aP),
in special in conditiile tirilor in curs de dezvoltare. Rapoartele recente sugercazd cd imunitatea la
pertussis scade in adolescent si cd acesta este responsabil pentru o crestere de cazuri la copii sub varsta
de sase luni, inainte ca ei sd fie complet vaccinati. Eficacitatea vaccinului a fost estimatd de a fi 24
procente la cei de la 8 la 12 ani imunizati in pruncie cu aP. Un studiu observational in Australia de
asemenca a ardtat o ratd mai inaltd de cazuri printre adolescentii cdrora li s-a administrat vaccinul aP in
pruncie decat printre cei cirora li s-a administrat vaccinul wP (risc relativ de 3,3, 95 procente, interval de
incredere 2.4...4,5).

Din perspectiva costurilor, antigenii aP au depasit istoric costul antigenilor wP cu un factor de la 10
la 30 datoritd diferentelor de producere si costurile dreptului de autor si deci constituic o povari
economicd pentru dezvoltarea tarilor. Ca urmare, costul vaccinlor hexavalente bazate pe wP va fi mai
potrivitd pentru utilizare in sectorul public al tirilot cu resurse reduse.

Prin urmare, utilizarea pertussis cu celule intregi (WP) in vaccinul hexavalent destinat pentru tarile in
curs de dezvoltare a devenit important din cauza costului si preocupdrilor aparute privind eficacitatea pe
termen lung al vaccinulor aP, in special in conditiile tirilor in curs de dezvoltare.

Comparat cu cele mai bune vaccinuri pertussis cu celule intregi, Vaccinurile aP nu sunt la fel de
eficiente in programele de imunizare in masa (Vickers et al., 2006; Cherry, 2012).

Studiile recente ale focarelor in populatiile inalt imunizate au aritat ci durata protectiei a vaccinlor
aP este prea scurtd (Klein et al. 2012; Misegades et al., 2012), rezultand intr-o descrestere a imunitatii la
copii mai mari §i adolescenti, si o crestere corespunzitoare de cazuri in acest grup de varstd (Skowronski
et al., 2002; Klein et al., 2012). Aceasta este in contrast cu vaccina wP, care oferd protectic bund in anii
adolescentei (Klein et al., 2012). Ca urmare a acestor neajunsuri, in tdrile care au trecut la vaccinul aP in
anii 1990 acum avem o generatie de copii nu doar mai putin protejatd impotriva pertussis, dar care poate,
de asemenea, fi mai putin receptivi la rapel, deoarece vaccinul care este administrat la un copil poate
determina raspunsul lor imunitar la vaccinarea mai tirzie de rapel (Podda et al., 1995; Mascart et al.,
2007; Sheridan et al., 2012; Liko, Robison and Cieslak, 2013; Smits et al,. 2013).

Unul din cei mai importanti factori care contribuic la reactogenitatca wP este prezenta
lipozaharidelor (LOS), endotoxinelor din membrana externd bacteriana.

Inactivarea toxinei in vaccina wP poate fi realizatd prin metode variate, dar toxina labila la incélzire
activd nu ar trebui sa fie detectatd in produsul final. Procesul global de pertussis celular (wP) pentru
inactivarea toxinei wP practicat de multi producdtori include tratamentul termic/formalina. Mai multe
rapoarte citeaza utilizarea Thimerosal-ului pentru inactivareca wP. Totusi, utilizarca Thimerosal-ului
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provoacd pierderea antigenicitatii IPV (Deleterious effect of thimerosal on the potency of inactivated
poliovirus vaccine. Vaccine. 1994, vol. 12, no 9, p. 851-856), si prin urmare in cazul unui vaccin
combinat care contine IPV, poate fi necesar de prezentat intr-o fiold separatd de Thimerosal ce contine wP
ca sa-si pastreze potenta in timp sau schimbarea sursei de inactivare masiva a pertussis. Unii antigeni, de
ex. PT active, pot de asemenea servi ca modificatori ai raspunsului imun, si diferente semnificative in
raspunsuri imune la variati antigeni intre diferite vaccinuri au fost observate (WHQO, 1993).

Extractia chimicd a LOS rezultatd intr-o descrestere semnificativd a continutului de endotoxini
(20%) si un declin surprinzitor a toxicitdtii endotoxinei asociate (pana la 97%), in functie de testul in
vitro sau in vivo utilizat. Extractia LOS n-a afectat integritatea produsului §i, mai important, n-a afectat
potenta si/sau stabilitatea DTP. in plus, nu s-au observat diferente in rispunsurile anticorpilor si T-
celulelor (Waldely Oliveira Dias et. Al. An improved whole cell pertussis vaccine with reduced content of
endotoxin. Human Vaccines & Immunotherapeutics. February 2012, vol. 9, no 2, p. 339-348)

Antigenii hepatitelor B

Exist diverse tulpini ale virusului de hepatitd. Hepatita B este a boala cauzatd de virusul hepatitei B
(HepB) care infecteaza ficatul oamenilor, si provoaca o inflamatie numitd hepatita. Vaccinul impotriva
bolii contine una din proteinele invelisului viral, antigenul de suprafatd a hepatitei B (HBsAg).
Vaccinurile care au fost folosite pentru imunizarea in masa sunt acum disponibile, de exemplu produsul
Recombivax HB® si Comvax® de la Merck, Engerix-B® si Pediarix® de la Glaxo SmithKlinie
Biologicals. Vaccinul combinat avand componentul hepatitei B a fost asociat atat cu rezultate mai ridicate
de completare, cit si de conformitate in comparatic cu vaccinul HepB cu un singur antigen [2]. Uncle
referinte citeazi adsorbtia antigenului de suprafatd a hepatitei B pe fosfat de aluminiu in combinatic cu
alti antigeni. Hexavac® un vaccin combinat care a fost retras de pe piatd datoritd imunogenitatii joase al
componentului hepatitei B. Existd deci o necesitate de o compozitic de vaccin combinat care include un
antigen al hepatitei B cu imunogenicitate adecvatd sau imbunititita.

Antigenii Haemophilus influenzae (Hib)

Haemophilus influenzae este un coccobacil Gram-negativ care este o parte normald a florei tractului
respirator superior. Haemophilus influenzae de tip b (Hib b) este o cauzad majori a infectiilor cu meningitd
invaziva transmisd prin sange la copiii mici §i cauza majord a meningitei in primii 2 ani de viata.
Imunizarea impotriva Haemophilus influenzae a inceput in Canada in 1987 cu un vaccin polizaharidic
(fosfat de poliriboza ribitol (PRP)). Capsula de fosfat de poliribosilribitol (PRP) a Hib este un factor
major al virulentei pentru organism. Anticorpul la PRP este factorul primar la activitatea bactericida
sericd, si cresterea nivelurilor de anticorpi sunt asociate cu descresterea riscului de boald invazivd. PRP
este un antigen independent al T-celulelor si prin urmare este caracterizat prin a) inductia unui raspuns
slab la anticorpi la sugari si copii cu varsta sub 18 luni, b) un rdspuns variabil §i cantitativ mai mic la
anticorpi decat cel observat la antigenii dependenti de T-celule, ¢) producerea unei proportii superioare de
imunoglobulind M (IgM), si d) incapacitatea de a induce un raspuns de rapel.

Vaccinul initial bazat doar pe componentul PRP s-a dovedit a fi incficient pentru sugari. In
continuare eforturile au fost directionate spre un vaccin conjugat PRP, in care PRP-ul este conjugata la
proteina numitd proteina purtitoare ca proteina membranei externe a Neisseria meningitidis, toxoid
difteric, toxoid tetanos si CRM 197. Incluziunca componentilor Hib-conjugati in vaccinurile combinate
au fost asociate cu imunogenicitatea Hib redusi. In plus, Hib-conjugatii sunt instabili in mediu apos si nu
pot supravietui depozitarca indelungata in aceastd formi. Prin urmare, polizaharida PRP a Haemophilus
influenzae b (Hib) este formulata frecvent ca un solid uscat, care este reconstituit in timpul livrarii cu o
formulare lichidi de alti antigeni. De exemplu in Infanrix® hexa [3].

Antigenul poliomielitei

Diferite feluri de vaccin sunt disponibile:

° Un vaccin viu atenuat (slibit) oral impotriva virusului de poliomiclitd (OPV) dezvoltat
de Dr. Albert Sabin in 1961. OPV, care include tulpini Sabin, este administrat oral.
° Un vaccin impotriva virusului de poliomielitd inactivat (omorat) (IPV) dezvoltat in

1955 de Dr. Jonas Salk. IPV, care include tulpinile Salk, este administrat ca o injectie.

° Recent, virusul de poliomielitd Sabin inactivat, care a fost pregitit prin inactivarca
tulpinelor de virus de poliomielitd Sabin cu formalina, a fost dezvoltat pentru injectie si de asemenea a
fost disponibil in produsele comerciale.

Ambele vaccine, vie atenuatd (OPV) si inactivatd (IPV), impotriva virusului de poliomieliti au fost
efective in controlul bolii virusului de poliomielitd la nivel mondial. Vaccinul impotriva virusului de
poliomielita poate include tulpinile Salk sau Sabin.

In 1955, Dr. Jonas Salk a reusit prin inactivarea virusului de poliomicliti de tip silbatic, astfel
facand-o disponibild intr-o formulare de tip injectie, si numind-o ca tulpina Salk, care include Mahoney
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de tip 1, MEF de tip 2, si Saukett de tip 3 care au fost folosite in vaccinul impotriva bolii virusului de
poliomielitd. Tulpinele Sabin includ tulpinele Sabin 1 si Sabin 2.

Doza standard de vaccinuri impotriva virusului de poliomiclitd acceptatd in prezent contine 40
unitdti de antigen D de virus de poliomielitd inactivat de tip 1 (Mahoney), 8 unititi de antigen D de virus
de poliomielitd inactivat de tip 2 (MEF-I) si 32 unitati de antigen D de virus de poliomielitd inactivat de
tip 3 (Saukett) de ex. Infanrix-hexa® [3].

IPV este in prezent disponibil fie ca o formulare neadjuvantd de sine statitoare, sau in diverse
combinatii, inclusiv DT-IPV (cu toxoizi difteric §i tetanos) si vaccin hexavalent-IPV (in plus cu pertussis,
hepatita B, Haemophilus influenzae b si adjuvant) de ex. Infanrix® hexa [3].

Totusi, in comparatic cu OPV, costul total de producere a IPV este semnificativ mai mare. Acest
Iucru se datoreaza in principal cerintelor pentru: (i) mai mult virus per dozi; (ii) procesare suplimentard in
aval (de ex. concentrarea, purificare si inactivare), si testare QC asociatd (iii) pierderea antigenului sau
recuperarea slaba in aval si iv) intreruperea. Pand in prezent, provocarea financiara a fost un dezavantaj
major pentru inovarea [PV si implementarea in tdrile cu venituri mici si medii.

Viitoarea cerere globald pentru IPV dupa iradicarea virusului de poliomiclitd ar putea creste de la
nivelul curent de 80 milioane doze la 450 milioane doze pe an. In consecinti, este posibil si fie necesare
abordari pentru ,,extinderea” aproviziondrii cu IPV.

Solicitantii prezenti au gisit in mod surprinzitor cd o dozd redusd de IPV nu prezintd
inferioritate/protectic echivalentd impotriva virusului de poliomielitd in comparatie cu o dozi standard a
antigenului IPV. Formuliri eficiente de vaccin cu dozi redusd care oferd protectic impotriva infectiei
folosind o dozid mai joasd a antigenului IPV sunt de dorit in situatiile in care aprovizionarea cu vaccin
conventional este insuficientd pentru a atinge necesitdtile globale sau in care costul de fabricatic a
vaccinului conventional impiedicd vinzarea vaccinului la un pret care este accesibil pentru tdrile in curs
de dezvoltare. De asemenca expunerea la dozi mai joasd de IPV; comparat cu fromulirile comerciale
existente ar putca fi mai sigurd. Astfel diverse strategii de a face IPV-ul disponibil la preturi mai
accesibile trebuie si fie evaluate. Prin urmare un vaccin combinat care include doza redusa IPV ar putea
s-0 facd in continuare ieftini si usor de administrat.

In cazul vaccinurilor antigripale pandemice utilizarea adjuvantilor a permis reducerea dozei, a
crescut disponibilitatea si a redus costul vaccinului. Prin urmare, s-a speculat ¢ o formulare de vaccin
adjuvantd a IPV ar reduce costul si de asemeneca ar creste numirul de doze IPV disponibile la nivel
mondial.

In continuare, sirurile de aluminiu au fost considerate sigure, sunt deja folosite in vaccinurile
combinate ce contin IPV, au cele mai mici obstacole de dezvoltare si sunt ieftine la fabricare. Totusi,
adjuvantii din aluminiu nu sunt cunoscuti pentru ¢i permit reducerea semnificativa a dozei.

In plus, antigenul pertussis cu celule intregi prezent in vaccinul hexavalent s-a dovedit a fi un
stimulator imun puternic. Datorita efectului stimulator imun al ambilor, adjuvantului fosfat de aluminiu si
vaccinului pertussis cu celule intregi, noi presupunem sa primim un rispuns imun bun cu doza redusa de
1PV.

Alti antigeni

Alti antigeni care pot fi inclusi in vaccinul combinat sunt Haemophilus influenzae (serotipurile a, c,
d, e, f si tulpinile neincapsulate), hepatita (tulpinile A, C, D, E, F si G), Neisseria meningitidis A, B, C,
W, X, Y, gripa, pneumococii, streptococii, antraxul, dengue, malaria, rujeola, oreion, rubeola, BCG,
encefalita Japoneza, rotavirus, variola, friguri galbene, febra tifoida, zoster, virus de variceld si altii.

Gama si tipul de antigeni folositi intr-un vaccin combinat depinde de varsta populatiei tintd pentru
care trebuic sd fie folosite ca sugari, copii mici, copii, adolescenti, si adulti. Cel mai devreme vaccin
combinat cunoscut care poate preveni infectiile provocate de Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
Corynebacterium difteriae, si optional de virusul de poliomielitd inactivat (IPV), si/sau infectiei virusul
hepatitei B, si/sau Haemophilus influenzae de tip B este cunoscut [4], [5], [6], [7], [8], [9].

Totusi, fenomenul bine documentat al competitiei antigenice a complicat si impiedicat dezvoltarca
vaccinului multivalent. Acest fenomen se referd 1a observatia ci la administrarea simultani a mai multor
antigeni adesea rezultd un rdspuns diminuat la anumiti antigeni in raport cu riaspunsul imun la acesti
antigeni atunci cand sunt administrati separat.

Intre timp, un vaccin cu doze multiple ar trebui si includi un consevant pentru a evita contaminarea
cu microbi diunitori. Pentru produsele de vaccinare exportate in tirile slab dezvoltate, vaccinurile cu
doze multiple ce contin un consevant sunt preferate, luand in considerare conditiile tarilor unde vacinurile
trebuie folosite, metodele de distributie etc. Examplele de conservanti care au fost folositi includ clorura
de benzetoniu (Phemerol), Thiomersal, fenol, formaldehida si 2-fenoxietanol (2-PE) sunt cunoscute din
stadiul anterior. Conservantii potriviti pentru vaccin ar trebui sd fie ecologici, efectivi impotriva
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bacteriilor precum drojdiile si alti fungi si lipsit de impact negativ asupra efectului imunogen al
vaccinului.

Thiomersal-ul este un derivat al etil mercurului care a fost extensiv folosit in multe vaccinuri ca un
conservant. Thimerosal-ul a fost cunoscut pentru prevenirea cresterii organismelor contaminante i
mentinerea conditiilor sterile pe durata de depozitare sau utilizdrii produselor de vaccinare, si multe
vaccinuri combinate, care au obtinut Precalificarea WHO (PQ), contin Thimerosal ca un conservant.
Totusi, existd anumite rapoarte referitoare la unele reactii alergice (aproximativ 16% din populatie) la
Thiomersal in principal sub forma de reactii de hipersensibilitate locala de tip intarziat, inclusiv roseata si
umflaturi la locul injectarii.

In continuare, vaccinul inactivat impotriva virusului de poliomieliti conventional foloseste 2-PE ca
un conservant in loc de Thiomersal de cand utilizarea Thiomersal-ului ca conservant in vaccinul inactivat
impotriva virusului de poliomielitd este cunoscut ¢i reduce potenta vaccinului cu 50% sau mai mult intr-o
saptamana chiar si cand este depozitat intr-un frigider (Deleterious effect of thimerosal on the potency of
inactivated poliovirus vaccine Vaccine. 1994, vol. 12, no 9, p. 851-856).

Vaccinurile combinate (inclusiv D, T, wP, Hib, HBsAg, si IPV) de asemenca utilizeaza 2-PE intr-o
concentrarea de 5 mg/mL [10], [11], [12].

Totusi, s-a constatat ci 2-PE are activitate antimicrobiand mai slaba decdt Thimerosal-ul impotriva
drojdiilor si fungilor in vaccinul combinat bazat pe DPT la 2...8°C. Imbunititirea eficacititii de
conservare a vaccinului combinat prin cresterea cantititii de 2-PE cu scopul pentru a atinge criteriile
necesare este una din optiuni. Totusi, cresterea concentratiei 2-PE poate cauza probleme de siguranti la
copii mici care sunt subiectii care trebuie sd primeasca vaccinurile combinate si ducind astfel la obstacole
de reglementare pentru aprobarea de astfel de vaccin(uri).

Prin urmare, va fi avantajos de imbunititit eficacitatea conservantd a vaccinului combinat prin
combinarea 2-PE cu cel putin un alt conservant care indeplineste criteriile de siguranta si reglementare.
Examplele de conservanti in afard de 2-PE care pot fi folositi includ clorurd de benzetoniu (Phemerol),
esteri parabenici, fenol, formaldehida si sunt cunoscut din stadiul anterior.

Metil- si propilparabenii, alcoolul benzilic s-a constatat cd trec testarca antimicrobiand in
conformitate cu USP, BP, si EP. In continuare acesti conservantii sunt netoxici, dar efectivi. Toxicitatea
parabenilor este relativ joasd, datoritd usurintei si rapidititii cu care corpul se elibereaza singur de aceste
medicamente. LDso-ul metil parabenului in sareci intraperitoneal este de 1 g/kg. Un amestec de metil si
propil parabeni nu a fost niciodata folosit in vaccinurile comerciale.

Solicitantii prezenti au gasit ca eficacitatea de conservare a unui amestec de 2-fenoxietanol si esteri
parabenici, (de ex. metil-, propilparabenii) este relativ mai efectivd in comparatie cu 2-fenoxietanolul
singur.

In continuare solicitantii prezenti au gisit c¢i imunogenicitatea, reactogenitatea, stabilitatea si
mentenanta formei potrivite de antigeni intr-o compozitie de vaccin combinat depinde de modul in care
compozitia a fost formulatd sa includa:

(X.) Procesul de producere a antigenilor individuali.

B) Secventa de aditie a antigenilor.

x) Utilizarea adjuvantilor specifici intr-o cantitate specificd pentru anumiti antigeni.

8) Adsorbtia individuald sau absorbtia combinati a antigenilor pe adjuvanti, in care

absorbtia combinatd arc avantajele sale in forma usurintei de operare si disavantaje care include
faptul, cd primii antigeni preadsorbiti se pot desorbi partial sau complet pe durata aditiei ulterioare a
antigenilor. Antigenii adiugati la ultima ctapa nu pot fi adsorbiti complet, deoarece antigenii anteriori
ar putea satura capacitatea de adsorbtic. Antigenii slab adsorbiti se pot desorbi la depozitare.

8) Gradul de adsorbtie a antigenilor pe adjuvanti.

(I)) Folosind concentratia minima de aluminiu.

'y) Folosind concentratia optima si tipul de conservant.

'n) Utilizarea diferitor parametri inclusiv a agitarii, temperaturii si pH-ului.

Unele din obiectele prezentei dezviluiri, in care cel putin un exemplu de realizare aici il satisface,
sunt precum urmeaza:

Un obiect al prezentei dezviluiri amelioreazd una sau mai mult probleme din stadiul anterior sau cel
putin oferd o alternativa utila.

Un alt obiect al prezentei dezvaluiri este de a oferi un vaccin combinat complet lichid potrivit pentru
prevenirea si profilaxia infectiilor cauzate de difterie, tetanos, pertussis, virusul de poliomielita,
Haemophilus influenzae i hepatita B sau sd prevind, amelioreze, sau incetincascd debutul sau progresul
manifestdrilor clinice a acestora.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4890 B1 2024.04.30
8

Un alt obiect al prezentei dezvaluiri este de a oferi un vaccin combinat complet lichid ce contine
diverse doze reduse de antigeni ai virusului de poliomielitd inactivat (IPV) care aratd non-
inferioritate/protectic echivalentd impotriva virusului de poliomielitd in comparatie cu a doza standard a
antigenului IPV.

Un alt obiect al prezentei dezviluiri este de a oferi un vaccin combinat complet lichid ce contine cel
putin un paraben, de ex. conservant metil- sau propilparaben si 2-fenoxietanol (2-PE), pentru a
imbunatitit eficacitatea de conservare a vaccinului combinat cu doze multiple.

Un alt obiect al prezentei dezvaluiri este de a oferi o metodd imbundtatitd de fabricare a unei astfel
de compozitie/formulare a vaccinului combinat in care, vaccinul care prezintd imunogenicitate
imbunatititd, reactogenitate redusd, stabilitate imbundtititd si indeplineste in continuare criteriul de
seroprotectic pentru fiecare din componenti imunogenici mentionati.

Alte obiecte si avantaje ale prezentei dezviluiri vor fi mai aparente din descrierea urmitoare, care nu
intentioneaza sd limiteze nici intr-un fel scopul prezentei dezvaluiri.

O compozitic de vaccin combinat care include doze reduse de antigen al virusului de poliomieliti
inactivat (IPV) combinate cu alti antigeni/imunogeni si cel putin un ester parabenic de ex. metil- sau
propilparaben si 2-fenoxietanol (2-PE) folosit ca conservant in care eficacitatea de conservare a
vaccinului combinat cu doze multiple si procesul de producere a acestuia este imbunatatit.

Prezenta dezvaluire se referd la o compozitie de vaccin combinat care include:

a) Un toxoid difteric (D) si toxoid tetanos (T) de puritate superioard produs folosind mediu
semisintetic, ulterior detoxifiat si adsorbit individual pe adjuvantul fosfat de aluminiu, astfel rezultind in
imbunititirea imunogenicitatii.

b) Component inactivat cu celule intregi de B. pertussis (WP) preparat folosind o combinatic a
inactivarii termice si chimice, specific tulpinii Bordetella pertussis intr-un raport rezultind o
reactogenitate redusd si o potentd crescuta.

c) Antigen polizaharidic capsular (PRP) a Haemophilus influenzae de tip b (Hib) conjugat la o
proteina purtitoare (CP).

d) Dozi redusd de IPV (virus de poliomelitd inactivat) Salk sau Sabin care prezintd cficacitate
comparabila in comparatic cu doza standard preparatd prin utilizarea metodelor imbunitatite de inactivare
cu formaldehida si adsorbit optional pe adjuvant fosfat de aluminiu.

e) Antigen de suprafati a hepatitei B (HepB) adsorbit individual pe adjuvantul fosfat de aluminiu,
rezultand astfel o imunogenicitate sporiti.

f) Continut minim de aluminiu astfel, asigurand o reactogenitate redusa.

g) Cel putin un ester parabenic de ex. metil sau propil paraben in afard de 2-fenoxietanol (2-PE) ca
conservant.

Desi prezenta dezvaluire poate fi succeptibild pentru diferite exemple de realizare, anumite exemple
de realizare sunt prezentate in urméatoarea discutic detaliata, cu intelegerea cid prezenta dezvéaluire poate fi
consideratd un exemplu a principiilor dezvaluirii si nu intentioneaza sd limiteze scopul dezvaluirii precum
este ilustrat si dezviluit in aceastd descriere. Exemplele de realizare sunt oferite astfel incat sa transmita
temeinic si pe deplin scopul prezentei dezvaluiri pentru un specialis din domeniu. Sunt expuse numeroase
detalii, referitoare la componenti si metodele specifice, pentru a oferi o infelegere deplind a exemplelor de
realizare a prezentei dezviluiri. Pentru un specialis din domeniu va fi evident ca detaliile oferite in
exemplele de realizare nu ar trebui si fie interpretate ca si limiteze scopul prezentei dezviluiri. In unele
exemple de realizare, compozitia binecunoscutd, procesul binecunoscut, si tehnicile binecunoscute nu
sunt descrise detaliat.

Terminologia este folositd in prezenta dezviluire, doar cu scopul de a explica un exemplu de
realizare particular si o astfel de terminologie nu va fi considerata sa limiteze scopul prezentei dezvaluiri.
Precum este folosit in prezenta dezviluire, formele "o" "un" si "cel" pot fi intentionate sd includad si
formele la plural, cu exceptia cazului in care contextul sugereaza in mod clar altfel.

Termenii primul, al doilea, al treilea, etc., nu ar trebui sd fie interpretate astfel ca sd limiteze scopul
prezentei dezvaluiri deoarece termenii mentionati mai sus pot fi folositi doar pentru a distinge un element,
component, regiune, strat sau sectiune dintr-un alt component, regiune, strat sau sectiune. Termeni ca
primul, al doilea, al treilea etc., atunci cand sunt folositi aici nu implicd o secventd specificd sau o
secventd sau o ordine specificd, cu exceptia cazului in care este sugerat in mod clar de prezenta
dezviluire. Prezenta dezviluire oferd o compozitiec imunogenicd si un proces de pregitire a acesteia.

Termenul "vaccin" este substituit optional cu termenul "compozitic imunogenicd" si vice versa.

"Unitdti de antigen D" (de asemenca mentionate ca "unitdti internationale” sau UI): Forma
antigenicad D a virusului de poliomielitd induce anticorpi neutralizanti de protectie. Unitatile de antigen D
mentionate pand aici (de exemplu in vacinurile conform inventiei) unititile totale de antigen D misurate
din fiecare volum de antigen de tip IPV neadsorbit inainte de formularea vaccinului final care sunt
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addugate in fiecare dozd umani al vaccinului formulat (de obicei 0.5 mL volum final). Metode sigure de
misurare a unitatilor de antigen D sunt bine cunoscute din stadiul anterior si sunt publicate, de exemplu,
de Farmacopeia Europeani. De exemplu, unititi de antigen D pot fi masurate folosind testul ELISA asa
cum este descris in Exemplul 1 ("D-antigen quantification by ELISA") de mai jos. Farmacopeia
Europeana oferd o probd test (European Pharmacopoeia Biological Reference Preparation - available
from Ph. Eur. Secretariat, e.g. Code P 216 0000) pentru standardizarea unei astfel de metode intre
producitori (Pharmeuropa Special Issue, Bio 96-2). Astfel, valoarca unititii de antigeni D este bine
cunoscutd din stadiul anterior.

Termenul "doza" aici este de obicei o administrare de vaccin conform inventiei, care este de obicei o
injectie. O dozd umana tipica este de 0,5 mL. Desigur diverse doze pot fi administrate intr-un program de
administrare a vaccinului.

Termenul "IPV" sau o compozitiec imunogenica care include acesti componenti aici intentioneaza si
insemne virus inactivat de poliomelita de tip 1 (de ex. Mahoney, ca folosit de preferintd), de tip 2 (de ex.
MEF-1), sau de tip 3 (de ex. Saukett), sau o combinatie de scrotip Sabin 1, 2, 3 de fic doud, fie din toate
aceste trei tipuri. Un exemplu de o doza intreagd (sau standard) (unititi de antigen 40-8-32 D ale IPV
bazat pe Salk de tipuri 1, 2 si 3, respectiv) Compozitic imunogenicd IPV pentru scopurile acestei inventii
ar putea fi Polivac® (Serum Institute of India Pvt. Ltd.). Astfel, precum se afirma aici reducerea dozei de
una, doud, trei ori (redusd) in comparatic cu doza standard al IPV bazat pe Salk este prezent intr-o
compozitic imunogenicd conform inventiei inscamni unitdti de antigen D echivalente cu X% de reducere
a dozei cu 40, 8, si/sau 32 de unititi de antigen D al IPV de tipurile 1, 2 si/sau 3 respectiv (mésurat in
fiecare volum de antigen IPV de orice tip) sunt formulate in ficcare dozad de vaccin mentionat.

Termenul "zaharide" in toatd acesastd specificare poate indicate polizaharida sau oligozaharidele si
le include pe ambele. Antigenul zaharidic capsular poate fi o polizaharidd cu lungimea intreaga sau poate
fi extinsa la zaharide de mirimi bacteriene si oligozaharide (care natural au un numir mic de unitati care
se repetd, sau care sunt polizaharide cu marimea redusd pentru flexibilitate, dar sunt inca capabile sa
indica un raspuns imun protectiv intr-o gazda.

In conformitate cu un prim exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia de vaccin
combinat include un grup de antigeni/imunogeni selectati din, dar fard a se limita la toxoidul difteric (D),
toxoidul titanos (T), cu celule intregi B. pertussis (WP), Haemophilus influenzae de tip b (Hib) PRP-CP
conjugat, hepatita B (HepB), dozd redusd de virus de poliomelitd inactivat (IPV) si include in plus o
combinatie de 2-fenoxietanol si cel putin unul din esterii parabenici conservanti.

In conformitate cu al doilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia de vaccin
combinat or putea in continuare include unul sau mai multi antigeni selectati din grupul ce constd din, dar
fard a se limita la antigenii Haemophilus influenzae (serotipurile a, ¢, d, e, f si tulpinile neincapsulate),
hepatita (tulpinile A, C, D, E, F si G), Neisseria meningitidis A, B, C, Y, W-135, sau X, gripa,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi antigen(i), antigen acelular pertussis, adenilat ciclaza
modificatd, antigen malaric (RTS, S), pneumococi, streptococi, antrax, dengue, malaria, rujeola, oreion,
rubeola, BCG, virusul papilomei umane, encefalita Japoneza, dengue, zika, ebola, chikungunya, rotavirus,
variola, friguri galbene, flavivirus, zoster, virusul de variceld, respectiv.

In conformitate cu al treilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, tulpinile IPV folosite in
compozitia de vaccin combinat includ tulpini inactivate Sabin selectate din grupul de tip 1, tip 2, si tip 3
sau tulpini inactivate Salk selectate din grupul Mahoney de tip 1, MEF de tip 2 si Saukett de tip 3.

In unul din aspectele celui de al treilea exemplu de realizare, virusului de poliomieliti poate fi
crescut prin urmdtoarca metoda:

° Linia de celule CCL81-VERO (rinichi de maimuta) a fost folositd ca celule gazda pentru
cresterea virusului de poliomielitd de ex. tulpinile Sabin si Salk.

° Dupad infectarea celulelor gazda cu tulpina doritd de virus de poliomielita si incubarea timp
de 72 ore, mediul ce contine virusul si resturile celulare au fost unite si colectate intr-un singur container.

. Filtratul a fost supus filtrérii tangentiale in flux cu o caseta de 100 KDa; diafiltrat folosind
solutia tampon fosfat si purificat folosind cromatografia de schimb ionic.

. Inainte de administrare la pacienti, virusul poate fi inactivat folosind metode de inactivare
potrivite.

Totusi, inventatorii prezenti au gasit in mod surprinzitor ca pierderea procentuald inaltd a antigenilor
D dupa inactivarea cu formaldehida s-ar putea datoriti prezentei solutiei tampon fosfat care provoaci in
mod neagsteptat agregarea nedorita a particulelor de virus de poliomieliti.

Prin urmare, un aspect important al prezentei dezvaluiri include, un proces imbundtatit de inactivare
cu formalini care include urmétoarele ctape:
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a) setul de virus purificat o fost supus schimbului tampon de la solutia tampon fosfat la solutia
tampon Tris in limitele de 1a (30 la 50 mM), avand pH-ul intre 7 §i 7,5;

b) la amestecul de mai sus s-a addugat mediul M-199 ce contine glicind (5 gm/L);

¢) s-a adaugat 0,025% formaldehida si cu amestecarea ulterioara;,

d) amestecul a fost ulterior incubat la 37°C pentru 5...13 zile cu agitare continud a masei virale cu
un agitator magnetic;

¢) amestecul dupi incubare a fost supus sistemului intermediar TFF (100 KDa, 0,1 m?) in ziva a 7-a
si filtrarii finale dupa inactivare;

f) ulterior volumul filtrat o fost depozitat la 2...8°C;

g) realizarea ELISA D-Ag pentru determinare unititilor D-Ag.

In conformitate cu al patrulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, tulpinile IPV folosite in
compozitia de vaccin combinat include o dozi redusd de tulpini inactivate Sabin selectate din grupul de
tip 1, tip 2, si tip 3 sau tulpini inactivate Salk selectat din grupul Mahoney de tip 1, MEF de tip 2 si
Saukett de tip 3.

In conformitate cu al cincilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, IPV-ul (tulpinile Sabin
sau Salk) nu poate fi adsorbit individual pe nici un adjuvant si ulterior addugat la compozitia finald de
vaccin combinat.

In conformitate cu aspectul preferat al exemplului cinci de realizare, IPV-ul (tulpinile Sabin sau
Salk) poate fi adsorbit pe adjuvant mai preferabil sare de aluminiu sau fosfat sau hidroxid prezent in
vaccinul combinat in care procentul de adsorbtie al antigenului IPV pentru IPV de tip 1 pot fi in limitele
de 1a 10...100 %, IPV de tip 2 pot fi in limitele de 1a 60...100% si IPV de tip 3 pot fi in limitele de la
10...100 %.

In conformitate cu al saselea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, IPV-ul (tulpinile Sabin
sau Salk) component(tii) poate fi adsorbit individual pe un adjuvant selectat din grupul de sare de
aluminiu (AI** precum hidroxidul de aluminiu (A1(OH)3) sau fosfatul de aluminiu (AIPQO4), aluminiu,
fosfat de calciu, MPLA, 3D-MPL, QS21, un adjuvant ce contine oligodeoxinucleotide-CpG, liposom, sau
emulsie ulei-in-apd sau o combinatic a acestora. (de ex. inainte sau dupd amestecarea cu alte componenti
dacd sunt prezenti). Dacd este adsorbit, unul sau mai multi componenti IPV pot fi adsorbiti separat sau
impreund ca un amestec pe hidroxid de aluminiu (AI(OH)3) sau fosfat de aluminiu.

IPV-ul (tulpinile Sabin sau Salk) componentul(tii) poate fi adsorbit pe o sare de aluminiu prin
urméitoarea procedura:

® luarea volumul dorit de AI(PO)4 sau AI(OH); autoclavat pentru a obtine concentratia
finali de aluminiu (A1**) de 1a 0,1 pani la 0,8 mg/doza intr-un container de 50 mL;

° addugarea volumului IPV cu unitatea D-Ag ajustati si pregitirea volumului cu diluant
(10 x M-199 + 0,5% glicini);
° adjustarea pH-lui formuldrii finale si obtinerea formuldrii finale cu pH-ul intre 6 si 7,5.

In unul din aspectele celui de al saselea exemplu de realizare, adsorbtia IPV inactivat cu formalini
poate fi realizati pe aluminiu (AI**) avind concentratia selectati de 0,1 mg/doza, 0.2 mg/dozi, 0,3
mg/dozi, 0.4 mg/dozi, 0,5 mg/doza, 0,6 mg/dozi, 0,7 mg/dozd si 0,8 mg/doza, preferabil intre 0,1
mg/doz3i la 1,25 mg/dozi per serotip si la un pH selectat din 6,2; 6.3; 6,4; 6,5; 6,6; 6,7 si 6,8 preferabil
6,5.

Intr-un alt aspect al celui de al sasclea exemplu de realizare, procentul de recuperare a antigenilor D
dupd inactivarea cu formalind in prezentd de Tris ar putea fie 50%, 60%, 70% sau 80% si procente de
adsorbtie dupd adsorbtia pe fosfat de aluminiu ar putea fi intre 70% si 80%, 80% si 90% sau 90% si 99%
sau 95% si 99%.

In conformitate cu al saptelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, toxina difterici
(exotoxina) si toxina tetanos (exotoxina) au fost obtinute din Corynebacterium difteriae si Clostridium
tetani respectiv i ulterior detoxifiate folosind o metodd potrivitd de inactivare. Toxoidul difteric (D) si
toxoidul titanos (T) astfel obtinut pot fi purificati folosind cromatografia cu filtrare pe gel. DT-ul
purificat, astfel obtinut a fost in continuare folosit pentru formulare vaccinului combinat.

In unul din aspectele al celui de al saptelea exemplu de realizare, toxina difterici este produsi prin
cresterea Corynebacterium difteriae intr-un mediu semisintetic ce constd din urmétorii ingredienti la
concentratii optime in oricare dintre urmitoarele combinatii:

Combinatia 1:

Hidrolizat de cazeind, maltozd monohidrat, acid acetic glacial, lactat de sodiu, sulfat de magneziu, /3-
alanind, acid pimelic, acid nicotinic, sulfat de cupru, sulfat de zinc, clorurd de mangan, L-cistina, clorurd
de calciu dihidrat, dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de potasiu, sulfat de fier si WFI.

Combinatia 2:
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Hidrolizat de cazeind, maltozd monohidrat, acid acetic glacial, lactat de sodiu, sulfat de magneziu, /3-
alanind, acid pimelic, acid nicotinic, clorurd de mangan, L-cistini, clorurd de calciu dihidrat,
dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de potasiu, sulfat de fier si WFL

Combinatia 3:

Hidrolizat de cazeind, maltozd monohidrat, acid acetic glacial, lactat de sodiu, f-alanind, acid
pimelic, acid nicotinic, sulfat de cupru, sulfat de zinc, clorurd de mangan, L-cistind, clorurd de calciu
dihidrat, dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de potasiu si WFI.

Combinatia 4:

Extract din drojdie, maltozd monohidrat, acid acetic glacial, lactat de sodiu, sulfat de magneziu, /3-
alanind, acid pimelic, acid nicotinic, sulfat de cupru, sulfat de zinc, clorurd de mangan, L-cistind, clorurd
de calciu dihidrat, dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de potasiu, sulfat de fier si WFIL.

In conformitate cu al doilea aspect al celui de al saptelea exemplu de realizare, toxina tetanos este
produsa prin cresterea Clostridium tetani intr-un mediu semisintetic ce constd din urmétorii ingredienti la
concentratii optime in oricare dintre urmitoarele combinatii:

Combinatia 1:

Digest de cazeind, clorurd de calciu, hidrogenofosfat de potasiu, dextrozi anhidrd, clorurd de sodiu,
sulfat de magneziu, riboflavina, clorohidrat de tiamini, clorohidrat de piridoxind, pantotenat de calciu,
acid nicotinic, L-cistind, clorurd de fier, solutic de vitamina B12, biotind, HCIl conc., NaOH, etanol
absolut si WFL

Combinatia 2:

Digest de cazeind, clorura de calciu, $-alanind, hidrogenofosfat de potasiu, dextrozi anhidra, clorurd
de sodiu, sulfat de magneziu, sulfat de fier, riboflavina, clorohidrat de tiamind, clorohidrat de piridoxini,
pantotenat de calciu, acid nicotinic, L-cistind, clorurd de fier, solutic de vitamina B12, biotina, HCI conc.,
NaOH, etanol absolut si WFI.

Combinatia 3:

Digest de cazeind, clorurd de calciu, hidrogenofosfat de potasiu, dextrozi anhidra, clorurd de sodiu,
sulfat de zinc, riboflavina, clorohidrat de tiamind, clorohidrat de piridoxind, pantotenat de calciu, acid
nicotinic, L-cistin, clorurd de fier, solutie de vitamina B12, biotini, HCI conc., NaOH, etanol absolut si
WEFI.

Combinatia 4:

Hidrolizat de cazeind, clorurd de calciu, hidrogenofosfat de potasiu, dextroza anhidrd, clorurd de
sodiu, sulfat de magneziu, clorurd de mangan, riboflavina, clorohidrat de tiamind, clorohidrat de
piridoxind, pantotenat de calciu, acid nicotinic, L-cistind, clorurd de fier, solutie de vitamina B12, biotina,
HCI conc., NaOH, etanol absolut si WFI.

Intr-un alt aspect al celui de al saptelea exemplu de realizare, toxinelele difteriei si tetanosului au
fost detoxifiate folosind o sau combinatia urmitoarclor metode de inactivare care includ inactivarea
termald, UV, cu formalinid/formaldehida, acetiletilenimind, etc.

In conformitate cu al optulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, antigenul hepatitei (Hep)
folosite in compozitia de vaccin combinat include antigenii hepatitei derivati din tulpina de suprafata a
hepatitei B (HBsAg).

In unul din aspectele al celui de al noulea exemplu de realizare, HBsAg poate fi pregitit prin una din
urméitoare metode:

° prin purificarea antigenului in forma de particule din plasma purtitorilor de hepatita B
cronicd, deoarece cantitdti mari de HBsAg sunt sintetizate in ficatul si eliberate in sistemul sanguin pe
durata unei infectii HBV;

. exprimind proteina prin metoda DNA recombinant.

In conformitate cu al nouilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, toxoidul difteric (D),
toxoidul tetanos (T), antigenul de suprafatd a hepatitei B (HBsAg) sunt adsorbiti individual pe un
adjuvant selectat din grupul format din sare de aluminiu (Al*? ca hidroxid de aluminiu (AI(OH)3) sau
fosfat de aluminiu (AIPO4) si aluminiu.

Totusi, de preferintd toxoidul difteric (D), toxoidul tetanos (T) si antigenul de suprafati a hepatitei B
(HBsAg) sunt adsorbiti individual pe fosfat de aluminiu.

In unul din aspectele celui de al noulea exemplu de realizare, antigenul toxoidului difteric (D)
adsorbit pe fosfat de aluminiu, avind un procentaj al adsorbtiei de cel putin 50%.

Intr-un alt aspect al celui de al noulea exemplu de realizare, antigenui toxoidului titanic (T) adsorbit
pe fosfat de aluminiu, avand un procentaj al adsorbtiei de cel putin 40%.

Intr-un alt aspect al celui de al noulea exemplu de realizare, antigenul de suprafatd a hepatitei B
(HBsAg) adsorbit pe fosfat de aluminium, avind un procentaj al adsorbtiei de cel putin 70%.
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In conformitate cu al zecelea exemplu de realizare al prezentei dezvaluiri, antigenul Hib folosit in
vaccinul combinat al prezentei dezvaluiri este derivat din polizaharida capsulara a tulpinei Haemophilus
influenzae de tip B (Hib) 760705.

In conformitate cu unul din aspectele celui de al zecelea exemplu de realizare, antigenul Hib PRP
este conjugat la o proteind purtitoare selectatd dintr-un grup de purtitori de proteine ce constd din, dar
fard a sc limita la, CRM197, toxoidul difteric, complexul membranei externe Neisseria meningitidis,
fragmentul C al toxoidului tetanic, toxoidul pertussis, proteina D a H. influenzae, LT E. coli, ST E. coli, si
exotoxina A din Pseudomonas aeruginosa, membrana externi complex ¢ (OMPC), porine, proteinele care
leagd transferina, pneumolizina, proteina A de suprafatd pneumococica (PspA), adezina A de suprafatd
pneumococicd (PsaA), PhtD pneumococic, proteina de suprafatdi pneumococicdi BVH-3 si BVH-11,
antigen protectiv (PA) a Bacillus anthracis i factor de edem detoxifiat (EF) si factor letal (LF) a Bacillus
anthracis, ovalbumina, hemocianina de limpet gaurd (KLH), albumini sericd umani, albuminid sericd
bovind (BSA), derivat proteic purificat al tuberculinei (PPD), peptide sintetice, proteine de soc termic,
proteine pertusis, citokine, limfokine, hormoni, factori de crestere, proteine artificiale care includ epitopi
multipli ai celulelor T CD4 + umane din diversi antigeni derivati din agenti patogeni ca N 19, proteine de
absorbtie a fierului, toxind A sau B din proteinele C. difficile si S.agalactiae cu sau fard linker.

Totusi, de preferintd PRP-ul Hib este conjugatd la toxoidul tetanos (TT) prin chimia CNBr, chimia
de aminare reductivd, chimia de cianilare sau orice altd chimie dezviluitd deja in (Kniskern si colab.
Conjugation: design, chemistry, and analysis., Ellis et al., Development and clinical uses of Haemophilus
influenzae type B conjugate vaccines. New York: Marcel Dekker, 1994, p. 37-69).

In conformitate cu al doilea aspect a celui de al zecelea exemplu de realizare, proteina purtitoare
este prezentd in amble forme libera si conjugata intr-o compozitie al prezentei dezvaluiri, forma conjugata
este preferabild nu mai mult de 20% din cantitatea totald a purtdtorului de proteind in intreaga compozitie,
si mai preferabil prezentd in mai putin de 5% din masa.

In conformitate cu al treilea aspect ale celui de al zecelea exemplu de realizare, antigenul Hib nu
este adsorbit substantial pe orice adjuvant.

In conformitate cu al patrulea aspect ale celui de al zecelea exemplu de realizare, antigenul Hib nu
poate fi supus adsorbtiei la deliberate sau intentionate pe orice adjuvant.

In conformitate cu al cincilea aspect ale celui de al zecelea exemplu de realizare, procentajul de
adsorbtie a antigenului Hib pe orice adjuvant este mai mic de 20%.

In conformitate cu al unsprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, pregitirca
antigenului pertussis cu celule intregi (wP) folosit in compozitia de vaccin combinat al prezentei
dezvaluiri este preferabil pregitit din tulpinile Bordetella pertussis 134, 509, 25525 si 6229 amestecat
intr-un raport specific §i ulterior inactivat prin utilizarea metodei imbunititite de inactivare lipsit de
tiomersal prin urmare conduce la reactogenitate redusi si potentd crescuti si antigenii wP pot sau nu pot fi
adsorbiti pe adjuvanti bazati pe aluminiu.

In conformitate cu un aspect al celui de al unsprezecelea exemplu de realizare, pregitirea
antigenului pertussis cu celule intregi (wP) folosite in compozitia de vaccin combinat al prezentei
dezvaluiri este preferabil pregitit din tulpinile Bordetella pertussis 134, 509, 25525 si 6229 amestecate
intr-un raport de 1:1:0,25:0,25.

In conformitate cu al doilea aspect al celui de al unsprezecelea exemplu de realizare, pregitirea
antigenului pertussis cu celule intregi (wP) folosite in compozitia de vaccin combinat o fost inactivata
folosind unul sau mai multe din urméitoarele tratamente de inactivare care include tratamentul termal, UV,
cu formalina/formaldehida, acetiletilenimind, etc.

Totusi, de preferintd pregitirea antigenului pertussis cu celule intregi (WP) folosite in compozitia de
vaccin combinat o fost inactivati folosind o combinatic de tratament termic si chimic. Totusi, de
preferintd este inactivarea termica la 56+2°C, de la 10 la 15 minute in prezentd de formaldehida in care,
volumul wP rdmaine neaglomerat si usor omogenizat, ducand usor la reactogenitate redusa si oferind wP
potentd mai bund pentru o durati mai lunga.

In conformitate cu al treilea aspect al celui de al unsprezecelea exemplu de realizare, pregitirea
antigenului pertussis cu celule intregi (wP) folosite in compozitia de vaccin combinat pot sau nu pot fi
adsorbiti pe un adjuvant bazat pe aluminiu ca hidroxid de aluminiu, fosfat de aluminiu sau combinatia
acestora (de ex. inainte sau dupd amestecare cu alte componenti dacd sunt prezenti). Daci este adsorbit,
una sau mai multe tulpini wP (de ex. 134, 509, 25525 si 6229) pot fi adsorbite individual sau impreund ca
un amestec.

In conformitate cu al doisprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:
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Tabelul 1
Unitate de . . " "
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
No Componenti ai formularii antigen/doza mL (in orice combinatic)
: de 0,5 mL L
1 Toxoid difteric (D) 10-25LfF Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02 -10Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12 -16 10U Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBsAg 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 ug
. . . 7 - 13 pg de | Preferabil unul din 8 sau 10 sau 13 ug de

5 Antigen conjugat PRP-TT Hib PRP PRP

Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin

Tip 1 (unititi de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
6 Tip 2 (Unitati de antigen D) 1-10DU Preferabil unul din 8 sau 4 DU

Tip 3 (Unitati de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Metilparaben 0,1-1,5mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg
10 | Propilparaben 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau 0,15

mg

In conformitate cu al treisprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 2
Sr. . o Umtate N de Unitatea de antigen preferatd/dozd de
Componenti ai formularii antigen/dozi de . L
No. 0.5 mL. 0,5 mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fggerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBsAg 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 ug de PRP gze;cl‘;;bll unul din 8 sau 10 sau 13 ug
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Mahoney de tip 1 (Unititi de | 1-25 DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20
antigen D) DU
6 MEF-1 Tip 2 (Unita{i de antigen | 1 - 10 DU Preferabil unul din 1,5 sau 2 sau 4 sau
D) 8 DU
]S;;ukett de tip 3 (Unita(i de antigen | 1- 20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Metilparaben 0,1-1,5mg rP;llrgefelrabll unul din 0,7 sau 0,9 sau 1
10 Propilparaben 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau

0,15 mg

In conformitate cu al paisprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 3
Sr. . . Umtate N de Unitatea de antigen preferatd/dozi de
N Componenti ai formularii antigen/doza de IR .
0. 0.5 ml. 0,5 mL (in orice combinatie)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25
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Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fggerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP lgéelfeglz;b1l unul din 8 sau 10 sau 13 pg
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
6 Tip 1 (Unititi de antigen D) 1 25 DU PDr[c:,Tferabll unul din 5 sau 10 sau 20
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55
(ca fosfat de aluminiu) sau NMT (.63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Metilparaben 0,1-1,5mg rP;llrgfelrabll unul din 0,7 sau 0,9 sau 1
10 Propilparaben 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau

0,15 mg

In conformitate cu al cincisprezcelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 4
Sr. . . Umtate N de Unitatea de antigen preferatd/dozi de
Componenti ai formularii antigen/doza de . L
No. 0.5 mL. 0,5 mL (in orice combinatie)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fécﬁerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15 pg Preferabil unul din § sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP lgéelfeglz;b1l unul din 8 sau 10 sau 13 pug
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Mahoney de tip 1 (Unitdti de Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20
. 1-25DU
6 antigen D) DU
]S;;ukett de tip 3 (Unitd(i de antigen | 1 - 20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AP*) | 0,1 - 0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0.63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Metilparaben 0,1-1,5mg rP;llrgfelrabll unul din 0,7 sau 0,9 sau 1
10 Propilparaben 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau

0,15 mg

In conformitate cu al saisprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 5
Unitate de . . < <
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferati/doza de 0,5
No. Componenti ai formularii antigen/doza mL (in orice combinatic)
de 0,5 mL.
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13  pg de | Preferabil unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
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| PRP

PRP

Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin

Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25 DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU

6 Tip 2 (Unitati de antigen D) 1-10DU Preferabil unul din 8 sau 4 DU
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU

7 Continut total de aluminiu (A1**) | 0,1 - 0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63

8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg

9 Metilparaben 0.1-1,5mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg

In conformitate cu al saptesprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 6
Unitate de . . o o
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferati/doza de 0,5
No Componenti ai formularii antigen/doza mL (in orice combinatic)
: de 0,5 mL :
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
) . . 7-13 ug de | Preferabil unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib PRP PRP
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Whoney de tip 1 (Unitati de | 1-25DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20 DU
antigen D)
6 MEF-1 Tip 2 (Unititi de antigen D) 1-10DU PDrsferabll unul din 1,5 sau 2 sau 4 sau 8
]S;;ukett de tip 3 (Unitati de antigen | 1 - 20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Metilparaben 0,1-1,5mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg

In conformitate cu al optsprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 7
Unitate de . . < <
Sr. . o . N Unitatea de antigen preferati/doza de 0,5
N Componenti ai formulirii antigen/dozi de . L
0. 0.5 mal. mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 (@;t)lgen B pertussis inactivat | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
6 Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) | 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0.3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
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Metilparaben

0,1-1,5mg

Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg

In conformitate cu al noudisprezecelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 8
Unitate de . . o o
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferatid/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/dozi de . T
No. 0.5 ml. mL (in orice combinatie)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 (@;t)lgen B. pertussis inactivat | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8§ sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
M%lhoney de tip 1 (Unitai de 1-25DU Preferabil unul din 7.5 sau 10 sau 20 DU
6 antigen D)
Sa}lkett de tip 3 (Unitati de | 1-20DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
antigen D)
7 Continut total de aluminiu | 0,1 - 0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(A’ (ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Metilparaben 0,1-1,5mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg

In conformitate cu al douizecilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 9
Unitate de . . < <
Sr. Componenti ai formuldrii antigen/dozd de UmtateaA de gntlgen pref;rata/doza de
No. 0.5 ml. 0,5 mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
Antigen B. pertussis inactivat | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16
3
(wP) 10U
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP g;e;?{r;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
6 Tip 2 (Unitdti de antigen D) 1-10DU Preferabil unul din 8 sau 4 DU
Tip 3 (Unitati de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) | 0,1 - 0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
9 Propilparaben 0,05 - 0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau

0,15 mg

In conformitate cu al douizeci si unulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 10
Sr. . o Umtate Vde Unitatea de antigen preferatd/dozi de
No Componenti ai formularii antigen/doza 0.5 mL (in orice combinatic)
' de 0.5 mL ’ :
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
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2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fggerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15pg Preferabil unul din 8§ sau 10 sau 15 pg
. . . 7-13 pg de | Preferabil unul din 8 sau 10 sau 13 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib PRP de PRP
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Mahoney de tip 1 (Unitdti de | 1 -25 DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20
antigen D) DU
6 MEE-1 Tip 2 (Unitii de antigen D) 1-10DU PDr[c:,Tferabll unul din 1,5 sau 2 sau 4 sau 8
]S;;ukett de tip 3 (Unitati de antigen | 1 - 20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg
. 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau 0,15
9 Propilparaben me

In conformitate cu al doudizeci si doilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 11

Sr. . o Umtate N de Unitatea de antigen preferatd/doza de
Componenti ai formuldrii antigen/doza de . S

No. 0.5 mL. 0,5 mL (in orice combinatie)

1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf

2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf

3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fgﬁerabll unul din 12 sau 14 sau 16

4 Antigen HBs 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg

5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP gée;?{r;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 g
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin

6 Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
Tip 3 (Unitati de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU

7 Continut total de aluminiu (A1%*) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63

8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg

9 Propilparaben 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau

0,15 mg

In conformitate cu al douizeci si treilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 12
St | Componenta formuli igenion da | Va6 wten e
1 Toxoid difteric (D) 1’0-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fgﬁerabil unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP gée;?{r;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pug
6 Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
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Mahoney de tip 1 (Unitdti de Preferabil unul din 7.5 sau 10 sau 20
. 1-25DU

antigen D) DU

]S;;ukett de tip 3 (Unitagi de antigen | 1 -20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (A1%*) 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2.5 sau 3 mg

. 0,05 - 0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau
9 Propilparaben
0,15 mg

compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

In conformitate cu al douiizeci si patrulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea

Tabelul 13
Unitate de . . " "
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/doza de . S
No. 0.5 ml. mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
6 Tip 2 (Unitati de antigen D) 1-10DU Preferabil unul din 8 sau 4 DU
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 Metilparaben 0.1-15mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg
. 0,05 - 0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau 0,15
9 Propilparaben

mg

compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

In conformitate cu al doudzeci si cincilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularca

Tabelul 14
Unitate de . . < <
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/doza de . S
No. 0.5 ml. mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 ug
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Whoney de tip 1 (Unitagi de | 1-25DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20 DU
antigen D)
6 MEF-1 Tip 2 (Unitdti de antigen | 1- 10 DU Preferabil unul din 1,5 sau 2 sau 4 sau 8
D) DU
]S;;ukett de tip 3 (Unita(i de antigen | 1-20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 Metilparaben 0,1 - 1,5 mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg
9 Propilparaben 0,05 - 0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau 0,15
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mg

In conformitate cu al doudizeci si saselea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 15
Unitate de . . < <
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/dozd de . Lo
No. 0.5 mL. mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 é;llgl)gen B. pertussis inactivat | 12-16 10U Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
6 Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) | 0,1 - 0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 Metilparaben 0,1-1,5mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg
. 0,05-0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau 0,15
9 Propilparaben

mg

In conformitate cu al douiizeci si saptelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 16
Sr Unitate de Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
) Componenti ai formularii antigen/dozi de . £eN pre ’
No. 0.5 ml. mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Ma.honey de tip 1 (Unitati de 1-25DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20 DU
6 antigen D)
]S;;ukett de tip 3 (Unitagi de antigen | 1 -20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 Metilparaben 0,1-1,5mg Preferabil unul din 0,7 sau 0,9 sau 1 mg
. 0,05 - 0,2 mg Preferabil unul din 0,05 sau 0,1 sau 0,15
9 Propilparaben

mg

In conformitate cu al dousizeci si optulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 17
Unitate de . . o o
Sr. Componenti ai formularii antigen/doza de UmtateaA de antigen pref;rata/doza de
No. 0.5 mL. 0,5 mL (in orice combinatie)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
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2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fggerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP gée;?{r;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin

Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
6 Tip 2 (Unitdti de antigen D) 1-10DU Preferabil unul din 8 sau 4 DU

Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (A1%*) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg

In conformitate cu al doudizeci si nouilea exemplu de realizare al prezentei dezvaluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 18
Unitate de . . < <
Sr. . o . N Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/doza . .
No. mL (in orice combinatic)
de 0,5 mL
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 ?\;lél)gen B pertussis  inactivat | 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 ug
. . . 7-13 pg de | Preferabil unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib PRP PRP
6 Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Ma.honey de tip 1 (Unititi de | 1-25DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20 DU
antigen D)
MEF-1 Tip 2 (Unitati de antigen | 1 - 10 DU Preferabil unul din 1,5 sau 2 sau 4 sau 8
D) DU
Saqkett de tp 3 (Unitai de | 1-20DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
antigen D)
7 Continut total de aluminiu (AI**) | 0,1 - 0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau
(ca fosfat de aluminiu) NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg

In conformitate cu al treizecilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea compozitie
de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 19
St | Component ai formuliri Zstzgntivd de | Vritatn de nigen preferatidozs de
1 Toxoid difteric (D) 1’0-25 Lf E;eferabil unul din 10 sau 20 sau 25
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fgﬁerabil unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15 pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP gée;?{r;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
6 Tip 1 (Unititi de antigen D) 1 25 DU PDrsferabll unul din 5 sau 10 sau 20
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
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7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55
(ca fosfat de aluminiu) sau NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg

In conformitate cu al treizeci si unulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitie de vaccin combinat cu doze multiple include:

Tabelul 20
Unitate de . . < <
Sr. . o . N Unitatea de antigen preferatd/doza de
Componenti ai formularii antigen/doza  de . L
No. 0.5 mL. 0,5 mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf E;eferabll unul din 10 sau 20 sau 25
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fécﬁerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP lgéelfeglz;b1l unul din 8 sau 10 sau 13 pg
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Mahoney de tip 1 (Unititi de Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20
. 1-25DU
6 antigen D) DU
Saukett de tip 3 (Unititi de antigen | 1 - 20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16
D) DU
7 Continut total de aluminiu (A1%*) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55
(ca fosfat de aluminiu) sau NMT 0,63
8 2-Fenoxietanol 1-6mg Preferabil unul din 2 sau 2,5 sau 3 mg

In conformitate cu al treizeci i doilea exemplu de realizare al prezentei dezvaluiri, formularea
compozitiei de vaccin combinat cu o singurd dozi include:

Tabelul 21
Unitate de . . < <
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferati/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/dozi de . T
No. 0.5 mL mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 é;llgl)gen B. pertussis inactivat | 12-16 10U Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Sabin
Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU
6 Tip 2 (Unitati de antigen D) 1-10DU Preferabil unul din 8 sau 4 DU
Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu)

NMT 0,63

In conformitate cu al treizeci si treilea exemplu de realizare al prezentei dezvaluiri, formularea
compozitiei de vaccin combinat cu o singurd doza include:

Tabelul 22
Sr. . . Uni.tate de Unitatea de antigen preferatd/dozi de
Componenti ai formularii antigen/dozd de . S
No. 0.5 mL 0,5 mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16
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j(6]8]
4 Antigen HBs 7-15 pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP lgéelgg;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pug
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
Mahoney de tip 1 (Unitdti de antigen | 1 -25 DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20
D) DU
6 MEF-1 Tip 2 (Unititi de antigen D) 1-10DU l;r]c;f[c}rabll unul din 1,5 sau 2 sau 4 sau
]S;;ukett de tip 3 (Unitati de antigen | 1 -20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu)

NMT 0,63

In conformitate cu al treizeci si patrulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, formularea
compozitiei de vaccin combinat cu o singurd doza include:

Tabelul 23
Unitate de . . < <

Sr. Componenti ai formuldrii antigen/doza  de UmtateaA de .antlgen preferata/doza de
No. 0.5 ml. 0,5 mL (in orice combinatie)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU fgﬁerabll unul din 12 sau 14 sau 16
4 Antigen HBs 7-15 ug Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP gée;?{r;bﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg

Virus de poliomelita inactivat (IPV) serotip Sabin
6 Tip 1 (Unitati de antigen D) 1-25DU Preferabil unul din 5 sau 10 sau 20 DU

Tip 3 (Unititi de antigen D) 1-20DU Preferabil unul din 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (AI**) 0,1 -0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu)

NMT 0,63

In conformitate cu al treizeci si cincilea exemplu de realizare al prezentei dezvaluiri, formularea
compozitiei de vaccin combinat cu o singurd doza include:

Tabelul 24
Unitate de . . < <
Sr. . . . N Unitatea de antigen preferatd/doza de 0,5
Componenti ai formularii antigen/doza de . e
No. 0.5 mL. mL (in orice combinatic)
1 Toxoid difteric (D) 10-25 Lf Preferabil unul din 10 sau 20 sau 25 Lf
2 Toxoid tetanos (T) 02-10 Lf Preferabil unul din 2 sau 4 sau 10 Lf
3 Antigen B. pertussis inactivat (wP) 12-16 IOU Preferabil unul din 12 sau 14 sau 16 IOU
4 Antigen HBs 7-15 pg Preferabil unul din 8 sau 10 sau 15 pg
5 Antigen conjugat PRP-TT Hib 7-13 pg de PRP llzlrgerabﬂ unul din 8 sau 10 sau 13 pg de
Virus de poliomelitd inactivat (IPV) serotip Salk
6 1]\)/I)ah0ney de tip 1 (Unitati de antigen 1-25DU Preferabil unul din 7,5 sau 10 sau 20 DU
]S;;ukett de tip 3 (Unita(i de antigen | 1 - 20 DU Preferabil unul din 6 sau 10 sau 16 DU
7 Continut total de aluminiu (A**) 0,1-0,6 mg Preferabil NMT 0,3 sau NMT 0,55 sau

(ca fosfat de aluminiu)

NMT 0,63

In conformitate cu al treizeci si saselea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, unul sau mai
multi antigeni ai compozitiei finale de vaccin combinat nu pot fi adsorbit substantial pe orice adjuvant.
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In conformitate cu al treizeci si saptelea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, pH-ul
compozitiei imunogenice poate fi in limitele de 1a pH 6,0 la pH 8,0; mai preferabil in limitele de la pH 6,0
la pH 7.5; si mai preferabil in limitele de la pH 6,2 1a pH 7,2; si cel mai preferabil in limitele de la pH 6,3
la pH 6,8.

In conformitate cu treizeci si optulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicd poate include in plus un agent tampon selectat din grupul ce constd din carbonat, fosfat,
acetat, succinat, borat, citrat, lactat, gluconat si tartrat, precum si mai multi agenti de tamponare organici
complecsi inclusiv o solutic a agentului de tamponare fosfat care contine fosfat de sodiu si/sau fosfat de
potasiu intr-un raport selectat pentru a atinge pH-ul dorit. Intr-un alt exemplu, agentul de tamponare
contine Tris (hidroximetil)aminometan, sau "Tris", formulati pentru a atinge pH-ul dorit. Dar intr-un alt
exemplu, agentul de tamponare ar putea fi mediul esential minim cu siruri Hanks. Alti agenti de
tamponare, ca HEPES, N-piperazin, N'-bis (PIPES), si acid 2-etansulfonic (MES) sunt de asemenea
prevazuti de prezenta dezviluire. Agentul de tamponare ajutd in stabilizarea compozitiei imunogenice al
prezentei dezvaluiri. Cantitate agentului de tamponare poate fi in limitele de la 0.1 mM pani la 100 mM,
preferabil selectat din 5 mM, 6 mM, 7 mM, 22 mM, 23 mM, 24 mM, 25 mM, 26 mM, 27 mM, 28 mM,
29 mM si 30 mM.

Inci intr-un aspect al exemplului de realizare, compozitia imunogenici poate include in plus
excipienti farmaceutic acceptabili selectati din grupul ce constd din surfactanti, polimeri si siruri.
Examplele de surfactanti poate include surfactanti neionici ca polisorbat 20, polisorbat 80, etc. Exemplele
de polimeri poate include dextran, carboximetil celuloza, acid hialuronic, ciclodextrina, etc. Exemplele de
sdruri poate include NaCl, KCl, KH,PO4, Na,HPO42H,0, CaCl,, MgCl,, etc. Preferabil, sarurile pot fi
NaCl. De obicei cantitatea de saruri poate fi in limitele de la 100 mM la 200 mM.

Amino acizii, ca histidina, glicina, arginina si lizina pot fi addugati si stabilizeze compozitia
imunogenica.

In conformitate cu al treizeci si nouilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicd poate in plus include unul sau mai multi adjuvanti selectati din grupul format din sare de
aluminiu (AI**) ca hidroxid de aluminiu (AI(OH)3) sau fosfat de aluminiu (AIPQ,), aluminiu, fosfat de
caleiu, MPLA, 3D-MPL, QS21, un adjuvant ce contine oligodeoxinucleotide-CpG, liposom, sau emulsie
ulei-in-apa.

Totusi, de preferinti compozitia include fosfat de aluminiu (AIPO.) ca adjuvant.

Totusi, de preferintd compozitia include hidroxid de aluminiu (Al(OH)3) ca adjuvant.

In unul din aspectele al treizeci si noudlea exemplu de realizare, antigeni formulirii finale pot fi
adsorbiti in situ pe gel de fosfat de aluminiu sau gel de fosfat de aluminiu gata pregitit sau o combinatic a
acestora.

In unul din aspectelele preferate al treizeci si noudlea exemplu de realizare, compozitia din prezenta
dezviluire poate contine adjuvantul intr-o cantitate de 2,5 mg/0,5 mL sau mai putin, si in mod specific,
intr-o cantitate de l1a 1,5 mg/0,5 mL pani la 0,1 mg/0,5 mL.

In conformitate cu al patruzecilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicd poate include in plus un component imunostimulator selectat din grupul ce constd dintr-o
emulsie din ulei si apd, MF-59, un liposom, o lipopolizaharida, o saponind, lipida A, derivati ai lipidei A,
lipida A monofosforil, lipida A monofosforil 3—deacilati, ASO1, AS03, o oligonucleotidd, o
oligonucleotida care include cel putin un CpG nemetilat si/sau un liposom, adjuvant Freund, adjuvant
complet Freund, adjuvant incomplet Freund, polimeri, co-polimeri precum copolimeri polioxdarhilene-
polioxipropilen, inclusiv block co-polimeri, polimer p 1005, adjuvant CRL-8300, muramil dipeptida,
agonisti TLR-4, flagelin, flageline derivat din bacterii Gram negative, agonisti TLR-5, fragmente de
flageline capabile si se lege la receptorii TLR-5, alfa-C-galactoslceramidd, chitosan, interleukin-2, QS-
21, ISCOMS, amestecuri de scualen (SAF-1), Quil A, sububutatea toxinei holerei B, polifosfazena si
derivati, preparate din perete celular de micobacterium, derivati ai acidului micolic, surfactanti block
copolimer neionici, OMV, fHbp, combinatic de saponind cu steroli si lipide.

In conformitate cu al patruzeci si primului exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicad poate include in plus un conservant selectat din grupul ce constd din clorurd de benzetoniu
(Phemerol), fenol, m-crezol, Thiomersal, formaldehidi, clorurd de benzalconiu, alcool benzilic,
clorobutanol, p-cloro-m-crezol, sau alcool benzilic sau o combinatie a acestora. O compozitie de vaccin
poate include conservant pentru a singura imunizarea, sau poate include conservant pentru imuniziri
multiple (de ex. un set "multidoza"). Incluziunca unui conservant este preferatdi in aranjamentele
multidozi. Ca o alternativd (sau in plus) la includerea unui consevant in compozitiile multidoza,
compozitiile pot fi pastrate intr-un container avand un adaptor aseptic pentru indepdrtarea materialului.
De obicei cantitatea de conservant poate fi in Imitele de la 0,1 mg la 50 mg.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4890 B1 2024.04.30
24

In conformitate cu al patruzeci si doilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicd poate include in plus substante auxiliare ca agenti de umezire sau emulgatori, agenti de
tamponare a pH-lui, aditivi de sporire a gelifierii sau vascozititii, agenti de aromatizare, coloranti, si alte
asemenea, in functie de ruta de administrare si preparare dorita.

In conformitate cu al patruzeci si treilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicd poate fi complet lichida dar nu se limiteaza la aceasta. Formele potrivite de preparat lichid
pot include solutii, suspenzii, emulsii, siropuri, solutii apoase izotonice, compozitii vascoase si elixiruri
care sunt tamponate la un pH dorit.

Compozitia imunogenica al prezentei dezvaluiri poate fi in forma de preparate transdermale inclusiv
lotiuni, geluri, spray-uri, unguiente sau alte tehnici potrivite. Daca este doritd administrarea nazald sau
respiratoric (mucozal) (de ex., inhalarea acrosolului sau insuflare), compozitiile pot fi intr-o formi si
dispersate prin-un dozator de pulverizare prin stoarcere, dozator de pompd sau dozator de aerosoli.
Acrosolii sunt de obicei sub presiune prin intermediul unei hidrocarburi. Dozatorii de pompad pot
preferabil dispensa o dozi contorizatd sau a doza avand o anumitd dimensiune a particulelor. Cand sunt in
forma de solutii, suspenzii si geluri, in unecle exemple de realizare, compozitiile imunogenice contin o
cantitate majora de apa (preferabil apa purificatd) pe langd ingredientul(tii) activi.

In conformitate cu al patruzeci si patrulea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, vaccinul
combinat mentionat poate fi stabil la temperatura de 2...8°C de 1a 12 pand la 36 Iuni; 1a 25°C de 1a 2 pana
la 6 luni; la 37°C de la 1 saptdmani pani la 4 saptimani.

In conformitate cu al patruzeci si cincilea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenica poate fi formulata pentru utilizare intr-o metodd pentru reducere a debutului sau prevenire a
unei stiri de sinitate care include difteria, tetanos, pertussis, virusul hepatitei B, Haemophilus influenzae
de tip b, infectia cu virusul de poliomielitd care implicd administrarea unei cantitdfi imunogenic efective
de compozitic imunogenici la un subiect uman prin intermediul administrarii parenterale sau subcutanate
sau intradermale, intramusculare sau intraperitoneale sau intravenoasi sau administrare injectabild sau
eliberare sustinutd din implanturi sau administrare prin picaturi pentru ochi sau nazal sau rectal sau bucal
sau vaginal, peroral sau intragastric sau mucozal sau perlingual, alveolar sau gingival sau alfactiv sau
administrarea prin mucoasa respiratorie sau orice alte cii de imunizare.

In conformitate cu al patruzeci si saselea exemplu de realizare al prezentei dezviluiri, compozitia
imunogenicd ar putea fi formulata in forma de fiole cu doz3 unici sau fiole cu doze multiple (fiole cu 2
doze sau 5 doze sau 10 doze) sau set de doze sau in formid de seringi preumplute in care compozitia
imunogenicd mentionatd poate fi administrati printr-un program de dozd unicd, sau preferabil printr-un
program de dozid multipld in care cursul primar de vaccinare este urmat de 1...3 doze separate
administrate 1a intervale de timp ulterioare dupa 1...3 ani daci este nevoie. Regimul de dozare asemenea,
cel putin in parte, va fi determinat la necesitatea unei doze de rapel necesare pentru a conferi imunitate
protectiva.

Totusi, de preferintd compozitia imunogenicd poate fi formulatd pentru administrare la un subiect
uman sau la copiii cu varsta de 2 ani sau in conformitate cu regimurile cu doud doze ce constd dintr-o
primi doz4, si o a doua dozi la intervale de timp ulterioare dupd 1...3 ani.

Totusi, de preferint compozitia imunogenicd poate fi administratd concomitent cu alte medicamente
sau orice alt vaccin.

In conformitate cu al patruzeci si saptelea exemplu de realizare al prezentei dezvaluiri, solicitantul a
gisit cd un vaccin combinat cu doze multiple complet lichide cu imunogenicitate imbunatatitd si
reactogenitate redusa poate fi obtinut cand vaccinul este fabricat prin procedeul dezvaluit mai jos luind in
considerare 1) procesul de producere a antigenilor individuali ii) secventa de aditic a antigenilor iii)
utilizarea adjuvantilor specifici intr-o cantitate specificd pentru anumiti antigeni, iv) adsorbtia individuala
sau absorbtia combinatd a antigenilor pe adjuvanti v) gradul de adsorbtic a antigenilor pe adjuvanti vi)
folosind concentratia minimd de aluminiu vii) folosind concentratia optima si tipul de conservanti viii)
utilizarea diferitor parametri inclusiv agitarea, temperatura si pH-ul.

Surse biologice de tulpini folosite in vaccinul combinat STIPL.

Toxoid difteric

Tulpina Corynebacterium diphtheriae PW8 CN2000 a fost obtinutd din the Wellcome Research
Laboratory, London, United Kingdom by the National Control Authority Central Research Institute
(C.R.L) Kasauli, Himachal Pradesh, India in forma liofilizatd in anul 1973. Tulpina a fost reinviata si in
continuare liofilizati sub Lotul de inseminare principal - C. diphtheriae CN2000 A1 la C.R.I. Kasauli.

Toxoid tetanos

Tulpina Clostridium tetani Harvard Tulpind No. 49205 a fost obtinutd de Institutul Rijks Voor de
Volksgezondheid (Olanda) de catre National Control Authority C.R.1. Kasauli, in forma liofilizata.

Pertussis
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Fabricarea in masad a vaccinului contra pertussis la SIIPL implica utilizarea a patru tulpini de
Bordetella pertussis anume tulpinile 134, 509, 6229 si 25525. Semintele de baza ale tulpinilor 134 si 509
sunt originare din Rijks Institute, Olanda, obtinute prin National Control Authority, Central Research
Institute, Kasauli, Himachal Pradesh, India. Semintele de baza ale tulpinilor 6229 si 25525 sunt originare
din Lister Institute, Anglia.

Hepatita B

Rhein Biotech (Germany) a construit tulpina recombinantd Hansenula polymorpha ce contine gena
antigenului de suprafatd HBsAg. Rhein Biotech de asemenca a pregitit banca de celule de referintd (MCB
Hansenula polymorpha K3/8-1 tulpina ADW, 12/94) si efectuat toate testele de caracterizare asupra
acestui banc.

Haemophilus influenzae de tip b

Organismul sursa pentru generarca de substrat celular este Haemophilus influenzae de tip b, tulpina
760705. Tulpina a fost initial izolatd dintr-un baietel de 2 ani si 2 luni (niscut la 14-8-74) in Noiembric
1976. Trei pasaje ale tulpinii au avut loc inainte depozitare la -70°C la Centrul Medical Academic
(AMC), Universitatea din Amsterdam. Aceasta tulpind a fost transferata la SITPL ca o parte a colabordrii
intre SIIPL si Institutul de Vaccinuri Oladez (NVI, Olanda).

IPV

Tulpina si sursa virusului de poliomielitd Salk sunt prezentate mai jos.

Poliovirus de tip 1

Tulpina: Mahoney,

Sursa: Bilthoven Biologicals, Olanda.

Poliovirus de tip 2

Tulpina: MEF1,

Sursa: Bilthoven Biologicals, Olanda.

Poliovirus de tip 3

Tulpina: Saukett,

Sursa: Bilthoven Biologicals, Olanda.

In toata acesasti specificare cuvantul “include”, sau variatii ca “include” sau “care include”, va fi
inteles si implice incluziunea unui element stabilit, numar intreg sau ctapa, sau grup de elemente, numere
intregi sau etape, dar nu excluderea oricirui alt element, numdr intreg sau etapd, sau grup de elemente,
numere intregi sau etape.

Utilizarea expresiei “cel putin” sau “cel putin un” sugercazd utilizarea unuia sau mai multor
clemente sau ingredienti sau cantitdti, precum pot fi utilizati in exemplul de realizare conform inventiei
pentru a atinge unul sau mai multe din obicectele sau rezultatele dorite. In timp ce anumite exemple de
realizare conform inventiilor au fost descrise, aceste exemple de realizare au fost prezentate doar cu titlu
de exemplu, si nu intentioncazd si limiteze scopul inventiilor. Variatiile sau modificarile formulirii
acestei inventii, in conformitate cu scopul inventiei, pot fi clare pentru persoancle din domeniu dupa
examinarca prezentei dezvaluiri. Aceste variatii sau modificdri sunt in corespundere cu spiritul acestei
inventii.

Valorile numerice administrate pentru diversi parametri fizici, dimensiuni §i cantititi sunt doar
valori aproximative si se prevede cd valorile superioare decat valoarca numerica atribuitd la paramerii
fizici, dimensiuni si cantititi intrd in domeniul de aplicare a inventiei cu exceptia cazului in care existi o
declaratie contrara.

In timp ce un accent considerabil a fost pus aici pe caracteristicile specifice ale exemplului de
realizare preferat, va fi apreciat cd multe caracteristici suplimentare pot fi addugate si cd multe schimbari
pot fi pregitite in exemplul de realizare preferat fard a pleca de la principiile dezviluirii. Aceste si alte
schimbdri in exemplul de realizare preferat al dezviluirii va fi evident pentru pesoancle din domeniu din
prezenta dezvdluire, prin care trebuie sd fie inteles clar cd materialul descris mai sus trebuie interpretat
doar ca o ilustrare al dezvaluirii si nu ca o limitare a acesteia.

Prezenta dezviluire descrisd mai sus are cateva avantaje tehnice si avantaje inclusiv, dar fard a se
limita la, realizarea unei compozitii de vaccin combinat care include D, T, wP, HBsAg, PRP-TT Hib
conjugat si IPV si metoda de fabricare a acesteia.

In comparatic cu alte compozitii de vaccin combinat, prezenta dezviluire oferd urmitoarele
avantaje:

1. Vaccin combinat complet lichid.

2. Doz redusd a antigenului IPV in comparatic cu doza standard care prezintdi eficacitate
comparabila in comparatic cu doza standard (40-8-32 DU).

3. Imunogenicitate imbuniti(iti a antigenului D, T, wP, HepB, Hib, IPV.
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4.  Stabilitate imbunata{itd la temperatura de 2...8°C si temperatura camerei de testare inir-o
perioada de 12 luni.

5. Toxoizi difteriei (D) si toxoizii tetanos (T) de puritate superioard au fost produsi folosind
mediu semisintetic liber de encefalopatia spongiforma transmisibild (TSE) sau encifalopatia spongiformi

5  bovini (BSE).
6.  Antigenul B. pertussis cu celule intregi (wP) include tulpinile Bordetella pertussis 134, 509,
25525 §i 6229 intr-un raport de 1:1:0,25:0,25 astfel imbundtatind potenta si imunogenicitatea impotriva B.
pertussis.
7.  Metoda imbunatititi de inactivare a componentului B. pertussis cu celule intregi (wP)
10 folosind combinatia inactivarii termale si cu formaldehidi. Procesul este lipsit de Thiomersal si antigenul
pertussis cu celule intregi inactivat rfimaine neaglomerat si omogen ducind usor la reactogenitate redusi
si dand o potentd mai bund pentru o duratd mai lunga.
8. PRP-ul liber scazut (mai mic de 7%) in volumul total de Haemophilus influenzae de tip b
PRP-TT conjugat.
15 9.  Procentajul de adsorbtie a antigenului Hib pe orice adjuvant este mai mic de 20%.
10.  Profilul de adsorbtie imbuniti{it a antigenului toxoid difteric (D), antigenului toxoid tetanos
(T) si antigenului de suprafatd a hepatitei B (HepB) adsorbit individual pe adjuvantul fosfat de aluminiu
astfel imbunititind potenta si imunogenicitatea.
11.  Confinut minim total de aluminiu (Al**) astfel asigurand reactogenitate redusa.
20 12.  Concentrarea optimizati de 2-fenoxietanol (2-PE) si cel pulin un ester paraben (metilparaben
sau propilparaben) ca conservant prin urmare mentinerea abilitatea antimicrobiand vaccin combinat cu
doze multiple complet lichid in mod eficient.
Exemple
Urmitoarele example sunt incluse pentru a demonstra exemplele preferate de realizare conform
25 inventiei. Ar trebui apreciat de specialistii din domeniu ¢d compozitiile si tehnicile dezviluite in
exemplele care urmeazi tehnicile descoperite de inventator pentru o bund functionare a inventiei in
practica si, prin urmare, si astfel poate fi vizut ca o modalitate preferatd de a o practica. Totusi,
persoanele calificate din domeniu ar trebui, in lumina prezentei dezvaluiri, apprecia cd multe schimbari
pot fi realizate in exemplele specifice de realizare care sunt dezviluite si de a obtine un rezultat identic
30 sau similar fird se indeparta de la spiritul si scopul inventiei.
Exemplul 1
Diverse combinatii ale compozitiilor de vaccin in corespundere cu prezenta dezviluire.
Vaccin combinat care include IPV (Tulpina Salk de tip 1 (Mahoney) sau de tip 2 (MEF) sau de tip 3
(Saukett))
35 Tabelul 25
15\1- Componeni Compozitia combinatici in corespundere cu prezenta dezvaluire per dozi de 0,5 mL
0 . o ..
ai formularii |\ ;5 |3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
Toxoid 10 10
1 difteric (D) |Lf Lf 1I0Lf | 10Lf | 10Lf | 10Lf | 10Lf | 10Lf | 20Lf | 20Lf [ 20Lf | 20 Lf
Toxoid 02 02
2 tetanos () |Lf Lf Q2Lf | O2Lf [ 02Lf | O2Lf |O2Lf [O2Lf |4Lf |4Lf |[4Lf |4Lf
Antigen B.
3 pertussis 12 12 12 12 12 12 12 12 14 14 14 14
inactivat IOU |IOU |[IoU |IOU |IoOU |IoU |Iou |IoU |IoU |[IOoU |[IOoU | IOoU
(wP)
4 Antigen HBs 8 8 8 8ug | 8ug [8pg |8ug |8ug 5pg [ 15ug | 15pug | 15ug
ug ug | ug
Anigen (5 [8 N8 g o l8 g[8 pg|8 mg|8 pg |10 ug |10 g | 10 pg | 10 ug
5 conjugat (ljleg dl;g dl;g de de de de de de de de de
PRP-TT Hib PRP | PRP | PRP PRP PRP PRP PRP PRP PRP PRP PRP PRP
Virus de
poliomelita
6 inactivat
(IPV)
Tip 1175 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
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(Unitdti de |sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau
antigen D) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
1,5
. Sad 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Tip 212
s sau 2 sau 2 sau 2 sau 2 sau 2
(Unititi de | sau | -- - - - - -
. D) 4 sau 4 sau 4 sau 4 sau 4 sau 4
antigen sau 8 sau 8 sau 8 sau 8 sau 8
sau
8
6 sau Sau Sau 6 sau |6 sau | 6 sau | 6 sau [ 6 sau | 6 sau | 6 sau | 6 sau [ 6 sau
Tip 3 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(Unitati  de sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau
. 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
antigen D) 16 16
sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau
kI I I ) 32 32 32 32 32 32 32 32
32 32
Continut Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu
total de [mai mai mai mai mai mai mai mai mai mai mai mai
7 aluminiu mult | mult | mult mult mult mult mult mult mult mult mult mult
(A de de de de de de de de de de de de
(ca fosfat de 0,55 | 0,55 | 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
aluminiu) mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
] 2-Fenoxi- 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
etanol mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
9 Metilparaben 09 09 09 0,9 _ _ _ _ 0,9 0,9 09 09
mg mg mg mg mg mg mg mg
10 Propilparabe (0,1 0,1 _ _ 0,1 0,1 _ _ 0,1 0,1 _ _
n mg mg mg mg mg mg

Tabelul 25 (continuare)

S. Componenti ai Compozitia combinatiei in corespundere cu prezenta dezvaluire per dozi de 0,5 mL
No. | formularii
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
| Toxoid difteric | 20 20 20 20 25 25 25 25 25 25 25 25
(D) Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf
Toxoid tetanos 10 10 10 10 10 10 10 10
2 (T ALE\ALE4Lf 4Lt by e Ve | |oe e |Le |Lf | Lf
3 A;iﬁ:?s Blig |14 |14 |14 |16 |16 |16 |16 |16 |16 |16 |16
pertu: IOU [ IOU |I0U | IOU | IOU | IOU | 10U | IOoU | I0U | IOU | I0U | 10U
inactivat (wP)
4 Antigen HBs 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
ug ug ug ug ug ug ug ug ug ug ug ug
. 10 10 10 10 13 13 13 13 13 13 13 13
Anfigen ng |ng |ng |mg |ng |me |ne |me |me |ng |ne |ne
> Sr(zlflﬁigbat PRP- de de de de de de de de de de de de
PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP
Virus de
poliomelita
6 inactivat (IPV)
. T 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Tip 1 (Unitag
de antigen D) sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau sau
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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sau |sau |sau |sau |sau |sau |[sau |sau |sau |sau |sau | sau
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
sau |sau |sau |sau |sau |sau |[sau |sau |sau |sau |sau | sau
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
1,5 L5 1,5 1,5 1,5 L5
sau sau sau sau sau sau
Tip 2 (Unitati 2 2 2 2 2 2
de antigen D) sau | -- sau | -- sau | -- sau | -- sau | -- sau | --
4 4 4 4 4 4
sau sau sau sau sau sau
8 8 8 8 8 8
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 sau
sau |sau |sau |sau |sau |[sau [sau |sau |sau |sau | sau 10
Tip 3 (Unititi 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 sau
de antigen D) sau |sau |sau |sau |sau |[sau [sau |sau |sau |sau | sau 16
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 sau
sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | 5,
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
Continut total Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu. Nu.
de aluminiy | Mal | mai | mai | mai | mai | mai |mai |mai | mai |mai | mai |mai
7 (A*) mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult
(ca fosfat de de de de de de de de de de de de de
aluminiu) 0,55 (0,55 1055 (055|055 (055 1055|055 (0551055 0,55 ]0,55
mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
8 2- 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Fenoxietanol mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
9 Metilparaben -- -- -- -- 0.9 0.9 0.9 0.9 -- -- -- --
mg mg mg mg
10 | Propilparaben 0,1 0,1 -- -- 0.1 0.1 -- -- 0.1 0,1 -- --
mg mg mg mg mg mg

polimixind B care sunt folosite pe durata procesului de fabricare.

Ajustareca suplimentarad a pH-lui compozitici precum este dezvaluit mai sus de la 6,0 pandla 7.0 cu
hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu si formarea volumului prin adiugarea de ser fiziologic normal
(0,9%). Vaccinul poate contine urme de glutaraldehidd, formaldehidd, neomicind, streptomicind si

Vaccin combinat care include IPV (Tulpina Sabin: Tip 1, Tip 2 si Tip 3)

Tabelul 26
S. Componenti Compozitia combinatiei in corespundere cu prezenta dezvaluire per dozi de 0,5 mL
No | ai formularii | 2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |o 10 |11 |12
| Toxoid 10 10 10 10 10 10 10 10 20 20 20 20
difteric (D) Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf
Toxoid 02 02 02 02 02 02 02 02
2 tetanos (T) Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf 4LE | 4LE | 4LE ) 4LE
Antigen B.
3 pertussis 12 12 12 12 12 12 12 12 14 14 14 14
inactivat IOU [ IOU | IOU [ IOU | I0U | IOU | I0oU | I0U | IOoU | I0U | 10U | IoU
(wP)
. 15 15 15 15
4 Antigen HBs | 8 8 8 8 8 8 8 8
g ng ng ng ng ng ng ng ng ug ug ug ug
. 10 10 10 10
Antigen 8ug |8ug|8ug|8pg|8pg(8ug|8ugfdug N TP I
5 conjugat de de de de de de de de de de de de
PRP-TTHib | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP prP | PRP | PRP | PRP
Virus de
6 poliomelita
inactivat
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(IPV)
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
. 5 sau
Tip l|sau |[sau |[sau |[sau |[sau |sau |sau |sau |sau |sau | sau 10
(Unitdti  de | 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 sau
antigen D) sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau | o,
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
4 4 4 4 4 4
Tip 2 | sau sau sau sau sau sau
(Unitdti de | 8 -- 8 -- 8 -- 8 -- 8 -- 8 --
antigen D) sau sau sau sau sau sau
16 16 16 16 16 16
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Tip 3|sau |sau |sau |sau |sau |[sau |[sau |[sau |[sau |sau |sau | sau
(Unitadti de | 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
antigen D) sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau | sau | sau
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
Continut Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu
total de [mai |[mai |mai |mai |mai |mai |[mai | mai | mai | mai [ mai | mai
7 aluminiu mult | mult | mult [ mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult
(AP de de de de de de de de de de de de
(ca fosfat de [ 0,55 [ 0,55 | 0,55 | 0,55 | 0,55 | 0,55 | 0,55 | 0,55 1055|055 ]055 |0,55
aluminiu) mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
8 2- 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Fenoxietanol | mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
. 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
9 Metilparaben -- -- -- --
mg mg mg mg mg mg mg mg
10 Propilparabe | 0,1 0,1 _ _ 0,1 0,1 _ _ 0,1 0,1 _ i
n mg mg mg mg mg mg
Tabelul 26 (continuare)
S. Componenti | Compozitia combinatiei in corespundere cu prezenta dezvaluire per doza de 0,5 mL
No. | ai formularii
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 Toxoid 20 20 20 20 25 25 25 25 25 25 25 25
difteric (D) Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf
Toxoid 10 10 10 10 10 10 10 10
2 tetanos (T) 4LE | 4LE | 4LE ) 4Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf Lf
Antigen  B.
3 pertussis 14 14 14 14 16 16 16 16 16 16 16 16
inactivat IoU | IOU [ IOoU (IOU | I0oU | I0U | IOU | I0OU | I0oU | IoU | IoU [ IoU
(wP)
4 Antigen HBs 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng
. 10 10 10 10 13 13 13 13 13 13 13 13
Antigen
5 conjugat ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng ng
PRP-TT Hib de de de de de de de de de de de de
PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP [ PRP [ PRP | PRP | PRP | PRP | PRP
Virus de
poliomelitd
inactivat
6 (IPV)
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 sau
Tip 1 (Unitati | sau sau sau |[sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau | sau 10
de antigen D) | 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 sau
sau |sau |sau |sau |sau |sau |[sau |sau |sau |[sau |sau | 20
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20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
4 4 4 4 4 4
. ... | sau sau sau sau sau sau
Tip 2 (Unitati ] _ 8 . 8 . 8 . 8 . 8 .
de antigen D)
sau sau sau sau sau sau
16 16 16 16 16 16

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
sau |sau |sau |sau |[sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau | sau
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
sau |sau |sau |sau |[sau |sau |sau |sau |sau |sau |sau | sau
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

Tip 3 (Unitati
de antigen D)

Continut Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu
total de |mai |mai |mai |mai |mai |mai |mai |mai |[mai | mai | mai | mai
7 aluminiu mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult | mult
(A de de de de de de de de de de de de
(ca fosfat de [ 0,55 | 0,55 | 0,55 [ 0,55 | 0,55 [ 0,55 10,55 [0,55 | 0,55 | 0,55 | 0,55 | 0,55
aluminiu) mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
8 2- 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Fenoxietanol | mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
9 Metilparaben | -- -- -- -- 0.9 0.9 0.9 0.9 -- -- -- --
mg mg mg mg
10 Propilparabe | 0,1 0,1 _ _ 0,1 0,1 _ _ 0,1 0,1 _ _
n mg mg mg mg mg mg
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Ajustarca suplimentard a pH-lui compozitici precum este dezvaluit mai sus de la 6,0 la 7.0 cu
hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu si formarea volumului prin addugarea de ser fiziologic normal
(0,9%). Vaccinul poate contine urme de glutaraldehidd, formaldehidd, neomicind, streptomicind si
polimixind B care sunt folosite pe durata procesului de fabricare.

Exemplul 2

Proces de producere a volumului de Haemophilus influenzae de tip b conjugat.

O viziune larga a etapelor de producere. Fiecare din cele 53 de etape ale procesului sunt descrise
sumar mai jos:

Etapa 1: Etapa de inoculare I cu agitarea balonului (S1).

O fiola cu lotul de inseminare de lucru este folositd pentru a inocula stadiul de inoculare 1 cu
agitarca balonului, care contine mediu de inseminare filtrate prin 0,22 um. Un balon PETG de unica
folosintd de 125 mL cu un volum de lucru de 25 mL este folosit. Aceastd etapd este realizatd intr-un
agitator al incubatorului cu agitare controlatd (200 + 50 rpm) si temperatura (36 + 2°C). Dupa realizarca
unei cresteri bacteriene dorite (ODsoo > 1,0), cultura este transferatd la urmitoarca ctapa de inoculare
(Etapa S2), care este descrisd in etapa 2. Colorareca Gram este efectuatd ca un proces de control pentru a
asigura puritatea culturii (cocobacili Gram-negativi).

Etapa 2: Etapa de inoculare II cu agitarea balonului (S2).

Etapa de inoculare S2 consti din baloane Fernbach de 2 L (S2A si S2B) cu un volum de lucru de
800 mL. Balonul S2A este folosit pentru misurarea ODsqo, pand cand ODsog este in criteriile acceptate si
balonul S2B este folosit pentru etapa de inoculare S3. Ambele baloane sunt incdrcat cu mediu sterilizat
prin filtrare, care este identic cu etapa de inoculare S1. Balonul etapei S1 este folosit pentru a inocula
ambele baloane de agitare a ctapei II. Aceastd ctapd este realizatd intr-un agitator al incubatorului cu
agitare controlatd (200 + 50 rpm) si temperatura (36 = 2 °C). Dupi realizarea unei cresteri bacteriene
dorite (ODsgo > 1,0), cultura este transferatd la urmétoarca ctapd de inoculare (ctape S3), care este
descrisd in etapa 3. Colorarca Gram cste efectuatd ca un proces de control pentru a asigura puritatea
culturii (cocobacili Gram-negativi).

Etapa 3: Fermentarea la etapa de inoculare II1.

Etapa de inoculare S3 constd dintr-un fermentator de 120 L cu un volum de lucru de 35 L.
Fermentatorul este incdrcat cu un mediu care este identic cu ctapele de inoculare anterioare. Balonul
etapei S2 este folosit pentru a inocula fermentatorul de inoculare. Cresterea este realizata la temperatura
(36 £ 2°C), DO (10% punct de setare), agitare (300...600 rpm), aerare (1...5 LPM) si contrapresiune (0,2
bar) in fermentatorul de inoculare. Dupa realizarca unei cresteri bacteriene dorite (ODso > 1,0), cultura
este transferata la etapa de producere urmétoare (Etapa S4), care este descris in etapa 4. Colorarea Gram
este efectuat ca un proces de control pentru a asigura puritatea culturii (cocobacili Gram-negativi).
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Etapa 4: Producerea prin fermentare la scara de 1200 L.

Fermentatorul de producere de 1200 L are un volum de lucru de 800 L. El este incdrcat cu
componentele de bazd ale mediului si sterilizate cu vapori in situ. Ulterior, diverse suplimente ale
mediului sunt addugate dupd trecerea prin-un filtru de 0,22 pm. Fermentatorul este inoculat cu cultura
ctapei S3 obtinutd din ctapd 3. Fermentarea este efectuatd in oxigen dizolvat controlat (20% - punct de
setare), temperatura (36 = 2°C), pH (7,1-7,4), agitare (40...400 rpm), aerare (50...300 LPM) si
contrapresiune (0,2 bar). Doud maxime discrete de nutrienti sunt adidugate pe durata cursului de
fermentare. Cresterea este monitorizatd de masurarea ODsgp (ODsoo > 3,5) si fermentarea este considerati
completd dupd atingerea etapei stationare. Pe durata cresterii si fazei stationare, produsul polizaharidic
este secretat si se acumuleazi in bulionul de cultivare. Colorareca Gram este efectuat ca un proces de
control pentru a asigura puritatea culturii (cocobacili Gram-negativi).

Etapa S: Tratamentul cu formalina.

Reducerea supraincdrcdrii este realizatd in aceastd ctapd folosind agentul chimic (formalina).
Formalina de 0,1% este addugati si bulionul fermentat este incubat pentru NLT 2 ore la temperatura de
37°C. Dupa tratament cu formalind, vesela este ricitd rapid la <15°C. Aditia formalinei este validatd
pentru a atinge reducerea supraincarcarii. Acest lucru este verificat de plicile de culturd dupi perioada de
incubare. Bulionul cu supraincdrcarea redusa este gata pentru colectare asa cum este descris in etapa 6.

Etapa 6: Recoltarea continud prin centrifugare.

Centrifugarea continuic este implicati ca o ctapa primard a recoltirii. Aceastd ctapa este cfectuatd
pentru a separa bulion crud ce contine polizaharide din biomasa inactivatd. O centrifugare continuie este
folositd cu scopul de a inldtura >90% din biomasi, precum a fost misurat misurat de reducerca OD so0.
Centrifugarea este operatd la aproximativ 15000 rpm si la o ratd de curgere a lichidului de 200...500
L/ora. Supernatantul centrifugat este in continuare procesat asa cum este descris in etapa 7.

Etapa 7: Filtrare profunda SOLP.

Supernatantul centrifugat este trecut printr-un filtru profund 50LP pentru a inlitura materialul
grosier precum resturile celulare. Etapa permite ca produsul ci treaca prin filtru, si este in-linie cu un
filtru profund suplimentar, asa cum este descris in etapa 8.

Etapa 8: Filtrare profunda 90LP.

Filtratul din filtrarca profundd 50LP este in continuare trecut printr-un filtru profund 90LP
(capacitatea nominala 0,22 pm) pentru a elimina in continuare orice material insolubil care n-a fost retinut
anterior de filtrul profund. Aceastd ctapd asigurd ca filtratul este in esentd lipsit de resturi celulare, si
poate trece printr-un filtru de 0,22 pm usor. Etapa ulterioara de filtrare este descrisd in etapa 9.

Etapele 9 si 10: Filtrarea cu 0,22 pm.

Filtratul din filtrarca profunda de 90 LP este in continuare trecut printr-un filtru de 0,22 pum, si
filtratul este colectat in rezervorul de pastrare.

Etapele 11 si 12: Concentrarea si diafiltrarea cu 100kD.

Accasti ctapd este realizatd pentru a inlitura componentele mediului §i impurititile cu masa
moleculard mica. In plus, concentrarea este efectuati pentru a reduce volumul de lucru. Inliturarea
greutdtii moleculare de 100 kD este realizatd deoarece masa moleculard a polozaharidei Hib (PRP) este >
500 kD. Bulionul este concentrat de aproximativ 10 ori si ulterior diafiltrat pani la 5 volume NLT
folosind tampon PBS de 0,01 M (pH 7,2). Produsul rezultat in rimasitd este mentionat ca “PRP crud” si
este in continuare procesat agsa cum este descris in etapa 13. Bulionul concentrat este transferat cétre zona
DSP prin portul de transfer prin intermediul filtrului 0,22 pm pentru a se asigura cd nici o bacterie nu este
trasportatd in zona DSP.

Etapa 13: Precipitarea CTAB.

CTAB (bromurd de cetil-trimetil amoniu) este un detergent cationic, care este folosit pentru
precipitarca polizaharidelor. CTAB constd dintr-o regiune hidrofilicd precum si o parte hidrofoba, si
precipitd proteinele, acizii nucleici si polizaharidele. PRP-ul crud obtinut din etapa 12 este precipitat la o
concentrarca CTAB de 1% si incubat pentru > 2 ore. Colectarea peletelor CTAB este descrisd in etapa 14.

Etapele 14, 15 si 16: Centrifugarea, colectarea si depozitarea peletelor CTAB.

Peletele SEZ-3, FF, CTAB sunt centrifugate folosind centrifugarea continuie la 15000 rpm. Pelete
CTAB sunt colectate, cantirite, alicotate si sunt depozitate la < -20°C pentru procesarca ulterioara.
Aceasta este prima etapd de retinere a procesului.

Etapele 17 si 18: Dezghetarea si dizolvarea pastei CTAB.

Pasta CTAB inghetati este dezghetatd la temperatura camerei. Peletele dezghetatd sunt dizolvate in
solutic de NaCl de 5,85%. Dizolvarca este realizatd intr-un rezervor pentru agitare si produsul
polizaharidic este solubilizat in faza apoasi. Rezervorul contine ceva material nedizolvat, care vine din
proteina si acizii nucleici precipitati. Aceastd suspensic este in continuare procesati asa cum este descris
in etapa 19.
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Etapa 19: Centrifugarea.

Materialul obtinut din etapd 18 este centrifugat la 2...8 °C, cu 5000...6500 rpm, timp de 20...30
minute pentru a inldtura materialul nedizolvat. Supernatantul centrifugat este colectat, si in continuare
procesat asa cum este descris in etapa 20.

Etapa 20: Precipitarea cu etanol de 72%.

Etanolul de 72% este folosit pentru precipitarca PRP. Etanolul de 96% este folosit sd genereze o
concentrarea a ctanolului de 72% in raport cu supernatantul obtinut in etapa 19. Aceastd precipitare este
realizatd la 2...8 °C peste noapte. Precipitatul rezultat este colectat asa cum este descris in etapa 21.

Etapele 21 si 22: Centrifugarea si dizolvarea peletelor.

Precipitatul obtinut dupa tratare cu ctanolul de 72% este colectat prin centrifugare la 2...8°C, cu
5000...6500 rpm, timp de pentru 20...30 minute. Peletele rezultate sunt dizolvate in W F.I. pana cand se
obtine o claritate vizuala. Prelucrarea ulerioard a peletelor solubilizate este descrisa in etapa 23.

Etapa 23: Precipitarea cu etanol de 32% si DOC.

La materialul obtinut din etapad 22,6% acetat de sodiu si 1% deoxicolat de sodiu (DOC) este addugat.
Etanolul de 96% este folosit sd genereze o concentrarea finald a ctanolului de 32%. Ambele DOC si
alcoolul de 32% conduc la precipitarca impurititilor proteice, in timp ce permite polizaharidelor si
ramand faza lichidd. Aceasti precipitare este realizatd 1a 2...8 °C peste noapte (NLT 8 ore).

Etapa 24: Centrifugarea.

Materialul obtinut din etapd 23 este centrifugat la 2...8°C, cu 5000...6500 rpm, timp de 20...30
minute pentru a inldtura precipitarea. Supernatantul centrifugat este colectat si in continuare procesat agsa
cum este descris in etapa 25.

Etapa 25: Filtrarea profunda si pe carbon.

Solutia supernatanti obtinutd in ctapa 24 contine PRP solubil si este supus la filtrarii profunde
urmati de filtrare pe carbon pentru a inlitura acizii nucleici si colorantii. Inliturarea acizilor nucleici este
monitorizatd de misurarea absorbantei intermitente la 260 nm (Aaso). Dupa ce obiectivul Aseo este atins
solutia este filtratd printr-un filtru de 0,22 um si aceastd solutie filtratd in continuare procesatd aga cum
este descris in etapa 26.

Etapa 26: Precipitarea cu etanol de 64%.

Materialul filtrat obtinut in ctapa 25 este in continuare precipitat cu etanol de 96% pand la o
concentrarca finald a ctanolului de 64%. Accastd precipitare este realizati la 2...8°C peste noapte.
Precipitatul rezultat este colectat prin centrifugare, si in continuare procesat agsa cum este descris in etapa
27.

Etapa 27: Colectarea si dizolvarea peletelor.

Supernatantul este decantat si aruncat pentru a colecta peletele. Peletele sunt dizolvate in W.F.1. la
temperatura camerei.

Etapa 28: Concentrarea si diafiltrare de 300 kD.

Solutia peletelor dizolvate este concentratd folosind membrana NMWCO de 300 kD. Aceasta este in
continuare diafiltratd nu mai putin decat 8X (NLT) folosind W .F.I. Ramisita rezultatd este procesata in
continuare aga cum este descris in etapa 29.

Etapele 29 si 30: Filtrarea prin 0,22 um si depozitarea PRP-ului purificat.

Ramadsita UF de 300 kD este trecuta prin-un filtru de 0,22 pm ca o etapd de clarificare pentru a evita
incarcarea biologica. PRP-ul purificat rezultat este alicotat si este depozitat la < -20°C pani la utilizarca
ulterioard asa cum este descris in etapa 31. Proba de PRP purificat este trimis la analiza.

Etapa 31: Dezghetarea si unificarea.

Pe baza dimensiunii lotului conjugat cantitatea necesard de polizaharida nativi obtinutd in etapa 30
este dezghetatd. Materialul unificat este analizat pentru continutul PRP, care este necesar pentru
prelucrarea ulterioard asa cum este descris in etapa 32.

Etapa 32: Concentrarea de 100 kD.

Polizaharidele purificate unificate trebuie sd fie de o concentrarea minima (8...12 mg/mL) pentru
prelucrarea ulterioard. Dacd concentratia polizaharidelor unificate este de mai joasd decat cea dorit,
solutia polizaharidelor unificate este concentratd folosind o0 membrana NMWCO UF de 100 kD.

Proba este extrasd dupd concentrare pentru a asigura cd concentratia minima este atinsd pentru
ctapele ulterioare (ctapa 33).

Etapa 33: Depolimerizarea alcalina.

Polizaharida concentratd (echivalent la 74g/110g) obtinutd din etapd 32 este depolimerizatd in
conditii alcaline moi folosind tamponul carbonat-bicarbonat. Dupd ce dimensiunile dorite ale
polizaharidei sunt atinse, polizaharida depolimerizat este activati asa cum este descris in etapa 34.

Etapa 34: Activarea polizaharidelor.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4890 B1 2024.04.30
33

Polizaharida depolimerizatd obtinutd in ectapa 33 este activatd folosind bromurd de cianogen.
Acecastd activare este facutd in mediu de azot. Bromurd de cianogen este un reagent foarte toxic si
misurile speciale sunt respectate in timp lucrului cu acest reagent.

Etapa 35: Anexarea linkerului.

Solutia dihidrazidei acidului adipic proaspat preparati (ADH) este addugat in 6...10 minute la
amestecul de reactic obtinut din etapd 34. Reactia este realizatd pentru NLT 16 ore la 2...10°C. Rolul
linker-ului ADH este de a oferi grupe amine in polizaharida necesare pentru reactia de conjugare.

Etapa 36: Concentrarea si diafiltrarea.

Amestecul de reactie obtinut din etapd 35 este concentrat si diafiltrat volum cu volum cu solutic
tampon fosfat salin (PBS) folosind membrana NMWCO UF de 10 kD pentru a inldtura ADH-ul liber.
Inliturarea ADH-lui este monitorizati prin HPLC si diafiltrarea este continuati pand cand nivelul ADH
liber atinge valoarca de mai jos 5%. Ramdsita rezultatd este in continuare diafiltratd cu tampon MES-
NaCl NLT 5X. Acecasta estec in continuare concentratd pentru a atinge o concentratic de NLT de 20
mg/mL. Acest PRP-ul procesat concentrat este pdstrat la temperatura de 2...8°C pani la utilizarea
ulterioara asa cum este descris in etapa 37.

Etapele 37 si 38: filtrarea prin 0,22 pm si depozitarea PRP-ul procesat.

Ramaisita din etapd 36 este trecutd printr-un filtru de 0.22 um, care serveste ca o etapa de clarificare.
Accasta de asemeneca asigurd cd nivelurile biosarcinelor sunt controlate pe durata procesul, care este
efectuat in domeniul de grade C. Polizaharida activata filtrati este colectati, esantionati, alicotatd si este
depozitatd la temperatura de 2...8°C pand la prelucrarea ulterioard. O proba este extrasa din rezerva de
polizaharidd procesatd pentru analiza, care include mirimea moleculard PRP (kD), continutul PRP, si
gradul de activare PRP. Prelucrarea ulterioard a PRP-ului procesat este descris in etapa 40.

Etapa 39: Concentrarea si diafiltrarea TT de 10 kD.

Reactia de conjugare necesitd doi componenti anume polizaharida procesati si proteina purtitoare
(TT). Proteina purtitoare estc concentratd si diafiltratd cu tamponul MES-NaCl folosind membrana
NMWCO UF de 10 kD. Accasta proteind purtitoare diafiltratd este apoi concentratii in continuare la NLT
de 20 mg/mL folosind aceeasi membrana.

Etapa 40: Conjugarea.

Reactia de conjugare necesitd doi componenti, anume polizaharida procesati si proteina purtitoare
(TT). Componentul polizaharidei activate este obtinut din etapa 38. Proteina purtitoare este obtinut din
etapd 39. Doi componenti sunt amestecati in cantititi corespunzitoare in raport de PRP: TT = 1:1 (w/w)
in prezentd de EDC la agitare. Reactia de conjugare este monitorizatd prin HPLC si este continuati pand
conversia de > 85% a proteinei (bazatd pe conversia proteinei libere in conjugate) este atinsa.

Etapa 41: intreruperea.

Dupa reactia de conjugare a continuat la criteriile sale de acceptare pentru conversia (ctapd 40),
reactia este terminata prin intrerupere. Reactia de conjugare este intrerupta folosind tampon fosfat EDTA.
Aceasti reactie de conjugare este ulterior procesati asa cum este descris in ctapa 42.

Etapa 42: 30 SP si filtrarea de 0,22 um.

Conjugatul obtinut din ctapa 41 este filtrat printr-un filtru 30 SP urmata de filtrarea prin 0,22 pm.
Accasta asigurd inldturarea oricdror agregate mari. Filtratul conjugat este procesat asa cum este descris in
etapa 43.

Etapa 43: Ultrafiltrarea si diafiltrarea de 300 kD.

Amestecul reactiei de conjugare obtinut din etapa 42 este diafiltrat cu ser fiziologic normal de 0,05%
folosind membrana NMWCO UF 300 kD. Diafiltrarca este efectuatd pentru a inlitura reagentii de
conjugare si TT nereactionat. Rimigsita rezultatd este in continuare procesatd asa cum este descris in etapa
44,

Etapele 44 si 45: Filtrarea prin 0,22 um si depozitarea conjugatului crud.

Ramaisitd din etapd 43 este trecutd printr-un filtru prin 0,22 pum, care serveste ca o ctapd de
clarificare. Aceasta de asemenea asigurd cd nivelurile biosarcinelor sunt controlate pe durata procesului,
care este efectuat in domeniul de grade C. Conjugatul crud filtrat este colectat, esantionat si este depozitat
la temperatura de 2...8°C pand la prelucrarea ulterioard. Prelucrarea ulterioard a conjugatului crud este
descris in etapa 46.

Etapa 46: Diluarea conjgatului crud.

Un conjugat crud din etapd 45 este diluat cu W.F.1. la o concentratie doritd de 4+1 mg/mL, daci este
necesar §i in continuare procesat prin precipitare precum este descris in etapa 47.

Etapa 47: Precipitarea cu sulfat de amoniu.

Amestecul de reactic conjugat diluat este in continuare procesat pentru a inlitura PRP-ul liber
folosind sulfatul de amoniu (50% m/v solutic stoc). Etapa de precipitare este realizati la mai putin de
15°C la agitare. FEtapa de precipitare conduce la precipitarea conjugatului, si lasd PRP-ul liber in
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supernatant. Dupa adiugarea sulfatului de amoniu suspensia rezultatd este depozitatd la mai putin de
15°C fara agitare pentru NLT 12 ore.

Etapa 48: Colectarea si dizolvarea peletelor.

Suspensia obtinutd din ctapa 47 este centrifugati la ~7000 g la temperatura de 2...8°C, timp de
4010 minute. Supernatantul este aruncat prin decantare si peletele obtinut sunt dizolvate in Tris-ser
fiziologic normal.

Etapa 49: Diafiltrarea de 300 kD.

Solutia rezultatd din ctapd 48 cste filtratd printr-un filtru profund 30 SP si diafiltrat cu Tris-ser
fiziologic normal de 20 mM folosind membrana NMWCO kD 300.

Etapa 50: Purificarea prin cromatografie GPC.

Solutia rezultatd din etapd 49 este incircatd pe o coloani GPC de aproximativ 70 L ce contine gel
granulat din polimer metacrilic hidroxilat Toyopear] HW-65F pentru cromatografia de excludere a
mirimii. Utilizarea cromatografiei GPC pentru conjugatul procesat (post-sulfat de amoniu) reduce
nivelurile PRP-ului liber in materialul rezultat. Coloana este eluatd cu NaCl de 0,9% Tris de 20 mM, si
fractiile sunt colectate pe bazd de Aaso. Fractiile corespunzitoare bazate pe criteriile de acceptare cu
referire la PRP-ul liber, raportul si dimensiunca moleculard sunt unificate, si unificatul este in continuare
procesat, asa cum este descris in etapa 51.

Etapa 51: Diafiltrarea de 300 kD.

Conjugatul unificat rezultat eluat din etapa 50 este diafiltrat cu Tris de 20 mMs folosind membrana
NMWCO UF 300 kD. Acest volum rdmas este vizat astfel incat continutul PRP in ¢l este de aproximativ
1 mg/mL.

Etapele 52 si 53: Filtrarea prin 0,22 pm.

Volumul conjugatului obtinut din etapd 51 este filtrat printr-un filtru de 0,22 um in conditiile
mediului de grad A pentru a asigura sterilitatea. Filtrul de 0,22 um este testat pentru integritate. O proba
din volumul filtrat conjugat este trimis la Q.C. pentru analizd completd. Filtratul conjugat este ctichetat ca
“Volum de conjugat steril Hib” si este depozitat la temperatura de 2...8°C. Volum conjugatului va fi
depozitat la temperatura de 2...8°C pentru maximum 3 luni si ulterior dacd nu este utilizat, el poate fi este
depozitat la temperatura de -70°C pentru o durata totald de pana la 1 an.

Caracteristice calitative ale antigenului conjugat PRP-TT Hib obtinute dupa cum urmeaza:

Continutul PRP (ug/0,5ml) 18,1

Raport (PRP:TT) 10,5

PRP-ul liber (%) :4.8%

PMW (kD) 1983

Avg MW (kD) 1 752.
Exemplul 3

Procesul de fabricare a antigenului inactivat wP

Metodi de inactivare a antigenului pertussis cu celule intregi (wP).

Optimizarca metodei de inactivare este facutd dupa realizarea diferitor experimente care includ
inactivarea la temperatura de 56°C pentru 10 min in prezentd de formaldehidd, la temperatura de 56°C,
pentru 15 min in prezentd de formaldehida, la temperatura de 56°C pentru 10 min in prezenta himinei, la
temperatura de 56°C pentru 15 min in prezenta himinei si doar incilzirea la temperatura de 56°C pentru
30 min. Nici o diferentd semnificativd in potenta se observi cu aceste metode. In afara acestor metode. la
temperatura de 56°C pentru 10 min in prezenta formaldehidei este selectat deoarece masa de celule
pertussis produsd folosind aceastd metodd este mai mult omogeni in comparatic cu alte metode
mentionate mai sus.

Procesul de fabricare a antigenului inactivat wP include urmitoarele etape

a) inactivarea la temperatura de 56°C, timp de 10...15 minute in prezenti de formaldehida a tulpinii
Bordetella pertussis 134;

b) inactivarea la temperatura de 56°C, timp de 10...15 minute in prezentd de formaldehida a tulpinii
Bordetella pertussis 509;

¢) inactivarea la temperatura de 56°C, timp de 10...15 minute in prezentd de formaldehidd a
tulpinilor Bordetella pertussis 25525 si 6229,

d) inactivarea la temperatura de 56°C, timp de 10...15 minute in prezentd de formaldehidi a tulpinii
Bordetella pertussis 6229,

¢) amestecarea ulterioara a tulpinilor inactivate de Bordetella pertussis 134, 509, 25525 si 6229 intr-
un raport de 1:1:0,25:0,25;

f) absorbtia optionald pe un adjuvant bazat pe aluminiu.
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Procesul este lipsit de Thiomersal si antigenul pertussis cu celule intregi inactivat rdmaine
neaglomerat si omogen ducind usor la reactogenitate redusd si dand o potentd mai bunid pentru o duratd
mai lunga.

Exemplul 4
Proces de fabricare a virusului de poliomieliti inactivata (IPV)
1. Virusul de poliomielitd poate fi crescut prin metoda urmétoare.
o) Linia de celule CCL81-VERO (rinichi de maimutd) a fost folositd ca celule gazda
pentru cresterea virusului de poliomielitd de ex. tulpinile Sabin si Salk.

B) Dupa infectarea celulelor gazda cu tulpina doritd de virus de poliomielitd si incubarea
timp de 72 ore, mediul ce contine virusul si resturile celulare au fost unite i colectate intr-un singur
container.

%) Filtratul a fost supus filtrarii tangentiale in flux cu caseta de 100 KDa; diafiltrat folosind
solutic tampon fosfat si purificat folosind cromatografia de schimb ionic.

5) Inainte de administrare la pacienti, virusul poate fi inactivati folosind metode de
inactivare potrivite.
2. Inactivarea cu formalini include urmitoarele etape.

a) Setul de virus purificat o fost supus schimbului de la solutia tampon fosfat la solutia tampon Tris
in limitele de 1a (30 la 50 mM), avand pH intre 7 1a 7.5.

b) La amestecul de mai sus s-a addugat mediul M-199 ce contine glicind (5 gm/L).

¢) Formaldehida de 0,025% s-a addugat si s-a amestecat ulterior.

d) Amestecul a fost ulterior incubat la temperatura de 37°C, timp de 5...13 zile cu agitare continud a
masei virale pe un agitator magnetic.

¢) Amestecul dupi incubare a fost supus sistemului intermediar TFF (100 KDa, 0,1 m?) in ziua a 7-a
si filtrarii finale dupa inactivarea.

f) Ulterior volumul filtrat o fost depozitat la temperatura de 2...8°C.

2) Realizarea ELISA D-Ag pentru determinare unititii D-Ag.

h) Volumul setului monovalent al IPV de tip 1, tip 2 si tip 3 s-a amestecat ulterior pentru a forma
IPV trivalent sau bivalent (serotip Salk sau Sabin).

i) Ajustarea pH-lui formuldrii finale si obtinerea formularii finale cu pH-ul intre 6 si 6.,8.

j) Antigenul IPV (tulpinile Sabin sau Salk) ulterior addugat la compozitia finald de vaccin combinat
odsorbit pe adjuvant (sare de aluminiu sau fosfat) prezent in vaccinul combinat in care procentul de
adsorbtie al antigenului IPV pentru IPV de tip 1 s-a dovedit a fi in limitele de la 10...100 %, IPV de tip 2
in limitele de la 60...100% si IPV de tip 3 in limitele de la 10...100 %.

3. Procedura de formulare a IPV-ului (tulpinile Sabin si Salk) cand este adsorbit individual pe o
sare de aluminiu.

a) Luind volumul dorit de AIPO. autoclavat pentru a obtine concentratia finald de aluminiu (Al*)
intre 0,1...0,8 mg/doza intr-un container de 50 mL.

b) Adiugand volumul IPV cu unitate D-Ag ajustatii si pregitind volumul cu diluant (10x M-199+
0,5% glicina.

¢) Ajustarea pH-lui formularii finale si obtinerea formulirii finale cu pH intre 6,0 i 6,8.

4. Setul monovalent adsorbit pe aluminiu formulat corespunzitor in IPV trivalent sau bivalent (serotip
Salk sau Sabin).

Rezulta.

In care procentul adsorbtiei IPV de tip 1, 2, si 3 (Sabin si Salk) pe sarea de fosfat de aluminiu
(AIPOy) s-a dovedit a fi cel putin 90 %.

Solicitantul a fost capabil sd atingd reducerea dozei pentru antigenii virusului de poliomielitd de 2
ori (intrucat doza standard de antigeni ai virusului de poliomielitd este de tip 1...40 DU, tip 2...8 DU, tip
3...32DU).

Studii de adsorbtic a IPV Sabin pe fosfat de aluminiu

Tabelul 27
Proba Titru  (per | Particule de virus [ % de SUP | % Adsorbit pe
doza) (inK) liber gel
Control 5,84 691 NA
Tip 1, AIPO4 AP
125 pg/doza 3.49 3 0,43 99,57
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250 uz}:ozé 3,09 1.2 0,17 99,83
500 uz};zﬁ 2,94 0.87 0,12 99,87
Control 5,49 309
IZSﬁz;doza 315 141 0,45 99,5
Tip 2, AIPQ4 250 u,;;:) p 3.00 13 039 990
500 uz}:ozé 3,09 1.23 0,39 99,6
Control 5,59 389 NA
125 uz}:ozé 3,34 218 56,04 43,94
Tip 3, AIPO4 250 u,;:o B 504 73 e 553
500 uz}:ozé 316 144 37,01 63.9
Exemplul 5

Procesul de fabricare a unui vaccin combinat

Acest exemplu oferd un rezumat ale procesului de fabricare a unei compozitii de vaccin combinat
care include D, T, wP, HBsAg, PRP-TT Hib conjugat, IPV si conservant:

Componentul I - toxoid difteric adsorbit pe aluminiu;

Componentul II - toxoid tetanos adsorbit pe aluminiu;

Componentul IIT —antigen wP (precum este dezvaluit in Exemplul 3);

Component ullV - antigenul de suprafati a hepatitei B adsorbit pe aluminiu;

Componentul V - PRP conjugat Hib (precum este dezvaluit in Exemplul 2);

Componentul VI - antigen IPV (precum este dezviluit in Exemplul 4).

1.

Pregitirea componentului I, care include toxoid difteric adsorbit pe aluminiu:

a) transferul fosfatului de aluminiu in container/vas;

b) aditia toxoidului difteric;

c) ajustarea pH-lui de 1a 4,5 pand la 5,5 cu acid acetic/hidroxid de sodiu;

d) se asteapti stabilizarea;

e) ajustarea pH-lui la 5,5 pand la 6,5 cu hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu;
f) se asteapta stabilizarea.

2.

Pregatirea componentului I1, care include aluminiu adsorbit toxoid tetanos:

a) transferul fosfatului de aluminiu in container/vas;

b) aditia toxoidului tetanos;

c) ajustarea pH-lui 1a 4,5 pani la 5,5 cu acid acetic/hidroxid de sodiu;

d) se asteapti stabilizarea;

e) ajustarea pH-lui de la 5,5 pana la 6,5 cu hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu;
f) se asteapta stabilizarea.

3.

Pregitirea componentului IV, care include antigenul de suprafati a hepatitei B

adsorbit pe aluminiu:

a) transferul fosfatului de aluminiu in container/vas;

b) aditia antigenului de suprafati a hepatitei B;

c) ajustarea pH-lui de 1a 4,5 pand la 5,5 cu acid acetic/hidroxid de sodiu;

d) se asteapta stabilizarea;

e) ajustarea pH-lui de la 5,5 pana la 6,5 cu hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu;
f) se asteapta stabilizarea.

4, Procesul de fabricare a unei compozitii de vaccin combinat, care include D, T, wP,
HBsAg, PRP-TT Hib conjugat, IPV si conservant:
1. aditia serului fiziologic normal intr-o veseld de amestecare/container;
2. aditia componentului I;

3. amestecarea componentului IT in componentul I si agitare la RT pentru 30...45 minute;
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4, aditia componentului I1I in amestecul de mai sus, urmata de agitare la RT pentru 30...60 minute;
5. componentul IV se adiugi la amestecul obtinut in ctapa 4 urmat de agitare la RT pentru 30...60
minute;
6. componentul V se adiugd la amestecul obtinut in etapa 5 urmat de agitare la temperatura de
6...16°C, timp de 30...60 minute;
7. componentul VI se adiugi la amestecul obtinut in etapa 6 urmat de agitare la temperatura de
6...16°C;
K. aditia unei din combinatiile de conservant dezvaluitd mai jos la amestecul obtinut in etapa 7 la

temperatura de 6...16 °C:
a) 2-Fenoxietanol intr-o cantitate de la 1 mg per 0,5 mL la 6 mg per 0,5 mL (v/v); sau
b) 2-Fenoxietanol inir-o cantitate de la 1 mg per 0,5 mL la 6 mg per 0,5 mL (v/v) si
metilparaben folosit intr-o concentratie de 0,1...1,5 mg per 0.5 mL (m/v); sau
¢) 2-Fenoxictanol intr-o cantitate de la 1 mg per 0,5 mL la 6 mg per 0,5 mL (v/v) si
propilparaben folosit intr-o concentratic de 0,05...0,2 mg per 0.5 mL (m/v); sau
d) 2-Fenoxietanol intr-o cantitate de la 1 mg per 0,5 mL la 6 mg per 0,5 mL (v/v),
metilparaben folosit intr-o concentratic de 0,1...1,5 mg per 0,5 mL (m/v) si propilparaben folosit intr-o
concentratie de 0,05...0,2 mg per 0,5 mL (m/v);
9. verificarea pH-ului, dacd este necesar adjustarca pH-ul de la 6.0 pand la 7.5 cu hidroxid de
sodi/carbonat de sodiu;
10. formarea volumului cu ser fiziologic normal (0.9%) obtinut in ctapa 9, urmati de agitare pentru
3 ore.
Exemplul 6
Adsorbtia, potenta si profilul stabilitiatii antigenilor
Acest tabel oferd un rezumat cu privire la procentul de adsorbtic a antigenilor individuali, potenta si
profilul stabilitatii antigenilor individuali in vaccinul combinat SITPL la 2-8°C intr-o perioada de 12 luni.

Tabelul 28
Test Limite/Specificatie 0 Zile 6 Luni 12 Luni

Hepatita B

potenta in vivo R.P (95% (0,61-1,12) 0,83 NA Corespunde

CL)

Continutul PRP  Hib 8.46

(ng/0,5 mL) Valoarea actuald | 9,3 ng/0,5ml ’ /0.5ml 10,03

(Total PRP) Hes,

PRP-ul liber (%) 8 NA NA
98,5120

Potenta  componentului . | IU/doza 95,8463

difteric (IU/doz) NLT 30 TUMoz | 59 9650- NA TU/doza
137,247)
139,030

Potenta  componentului . | TU/doza 382.079

tetanos (IU/doz) NLT 40 IUMoza | og 5gs0- NA U/dozi
208,688)
4,6749 4,8410

Potenta  componentului N IU/doza IU/doza

pertussis (TU/doz) NLT 4 1UMozd | 6495 (2.7331- 3,131
8,2763) 8,6081)

Adsorbtia: hepatita B (%) Valoarea actuald 89,44 82,65 75,52

Adsorbia: ~ component Valoarea actual 63.0 | 590 NA

tetanos (%)

A.dsoybUa: component Valoarea actuala 81,0 72,0 NA

difteric (%)
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Tip 1= 20 DU/0,5 mL 22,414 ecor“pu“d Corespunde
Antigen D (DU/0,5 mL) Corespund
(= 75 % din valoarea | Tip 2=4 DU/0,5 mL 4,692 o p Corespunde
nominald este acceptabil) C 3

Tip 3= 16 DU/0,5 mL 22,084 | orespu Corespunde
Continut total de aluminiy | ~© Ml mult de 0.6 0.2768 NA NA

mg/0,5 mL

NA — Nu este disponibil.

Rezumat privind procentul de adsorbtic a antigenilor individuali, potenta si profilul stabilitatii

antigenilor individuali in vaccinul combinat la 254+2°C intr-o perioada de 12 luni Tabelul 29

Test Limite/Specificatic 0 Zile 6 Luni 12 Luni
Hepatita B
potenta in vivo R.P | NLT 1,0 Corespunde NA Corespunde
(95% CL)
Contimutul PRP Hib
(ng/0,5 mL) Valoarea actuala 8,6 ug/0,5 mL fnio ne/0.5 NA
(Total PRP)
98,5120 96,5482
Potenta componentului N IU/doza IU/doza
difteric (IU/doza) NLT 30 TU/dozd (69,9650- NA (65,9292
137,247) 137,687)
139,030
Potenta componentului o IU/doza
tetanos (IU/doza) NLT 40 IU/doza (88,2850- NA NA
208,688)
4,5170 3,4899
Potenta componentului o 4,6749 1U/doza | IU/doza IU/doza
pertussis (IU/doza) NLT 4 IU/doza (2,6492-8.2763) | (2.4894- (1,8699-
8,2672) 6,4750)
f;/‘j)s"‘bua: hepatita B | /o area actuala 89,44 83,92 83,00
Adsorblia: -component | v.es actuals 59,0 31,0 40,0
tetanos (%)
Adsorblia: -component | ;.o eq acmala 79,0 72,0 69,0
difteric (%)
Antigen D (DU/0,5 | Tip 1= 20 DU/0,5 mL 22,414 Corespunde Corespunde
mL) (= 75% din Tip 2= 4 DU/0,5 mL 4,692 Corespunde Corespunde
valoarea nominald este | P~ i ’ P P
acceptabil) Tip 3= 16 DU/0,5 mL 22,082 Corespunde Corespunde
Contimut  total de | Nu mai mult de 0,6
aluminiu mg/0,5 mL 0,2846 NA NA

NA — Nu este disponibil

Eficacitatea in vitro a vaccinului combinat cu doza redusi si standard IPV

Tabelul 30

PV
hexavalent
cu 40-8-32
DU

253,3%

124,9%

705,6%

212,2%

95,3%

755,5%

Conform
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PV
hexavalent
cu 20-4-16
DU

164,4% 63,9% 571,3% 143,2% 64,3% 418,6% Conform

PV
hexavalent
cu 20-4-16
DU

170,0% 76,4% 472,5% 132,3% 62,6% 340,5% Conform

Poliovaccin
cu doza
intreagd
PV

98,5% 30,9% 279,4% 122,8% 57,3% 269,8% Conform

Observatie:
o Loturi de vaccinuri hexavalente fabricate cu concentratic IPV la jumitate de doza au aritat rezultate
promititoare ale testelor.
e Eficacitatea IPV in vitro a vaccinului hexavalent fabricat cu concentratic IPV la jumatate de dozi s-a
dovedit a fi comparabild cu vaccinul disponibil in prezent (Polivac de pe piata fabricat de SITPL) cu
dozi completd de IPV.

Exemplul 7

Testarea proficientei antimicrobiene

Inventatorii prezenti, in timp ce dezvoltau vaccinurile combinate cu doze multiple ce contin D, T,
wP, Hib, HBsAg, si vaccin IPV, au cfectuat teste asupre abilititilor lor antimicrobiene prin addugarea mai
intii a 2-fenoxietanolului (2-PE), care a fost conventional folosit ca un conservant din stadiul anterior,
intr-o concentratie de 2,5 mg/0,5 mL doza. Totusi, s-a constatat ci 2-PE are activitate antimicrobiani mai
slaba decat Thiomersal-ul impotriva drojdiile si fungii in vaccinul combinat bazat pe DPT.

O crestere a cantitdtii de 2-PE (un consevant) pentru a atinge criteriile necesare poate elimina
problemele de sigurantd la copii mici, care sunt subiectii care trebuie sd primeascd vaccinul si pot de
asemenea afecta stabilitatea produsului final. In continuare, cantitatea de conservant(s) care trebuie sa fie
continut in vacinuri ar trebui si intruneasci cerintele definite in Pharmacopeia US, Pharmacopeia
Europeani, Pharmacopeia WHO, sau o combinatie a acestora cu referire la siguranta vaccinului.

In aceastd privingi, inventatorii prezenti au efectuat experimente intr-un efort de a dezvolta o
compozitic noud care poate satisface cerintele de abilitate antimicrobiand prin combinarea 2-PE-ului cu
alti conservanti precum parabenii in vaccinul combinat cu doze multiple care indeplineste conditiile
ambelor abilitati de sigurantd si antimicrobiand. In prezenta dezvaluire, testul de abilitate antimicrobiani a
fost efectuat in conformitate cu Pharmacopeia Europeana Categoria B (EP-B) criteriile solicitate de WHO
pentru produsele de vaccinare.

Detalii despre diferite combinatii si concentratii ale conservantilor testati cu vaccin combinat

Tabelul 31
Combinatii 2 3 6
Metilparaben (MP) 0,18% 0,18% 0,18%
Propilparaben (PP) 0,02% 0,02% 0,02% 0,02%
2-Fenoxietanol (PE) 0, 0,5% 0,4% 0,5%

Screening-ul competentei antimicrobiene

Vaccinul hexavalent combinat preparat precum este dezviluit in Exemplul 1 a fost inoculat cu un
total de sase microorganisme inclusiv patru feluri diferite de bacterii — Staphylococcus aureus (ATCC
NO - 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC NO - 9027), Escherichia coli (ATCC NO.- 8739) si
Staphylococcus arlettae (izolat din mediu EMI); o drojdie - Candida albicans (ATCC NO - 10231), si o
drojdie — Aspergillus brasiliensis (ATCC NO - 16404) intr-o cantitate de 10° la 10 CFU/mL in vaccinul
preparat la O ore, respectiv. Apoi, probele de bacterii, fungi, drojdii au fost colectate la 0 ore, 24 ore, 7
zile, 14 zile si 28 zile, cultivate pe medii solide, si numirul de colonii a fost calculat intre 3 zile si 5 zile si
jurnalul de reducere a coloniilor a fost calculat. Rezultatele sunt afisate in Tabelul 38 de mai jos.

Rezultatele testarii proficientei antimicrobiene
Tabelul 32
| Sr.No | Cultura | CFu | No CFUlor recuperate/mL | Rezultat |
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recuperate/mL. Ziva 7- | Ziva 14- | Ziva ¢
ale control | 24 ore
.. a a 28-a
pozitiv (0 ore)
S. aureus 2,0 x 10°/mL 87000 | 900 0 -
~m P. aeruginosa 1,8 x 10°/mL 28000 | 100 0 -
o
8% | E coli 10 x 105/mL 9000 |0 - - Cont
Ex | S arleae (EMD) | 2,8 x 105/mL 114000 [ 1600 [ 100 0 omiorm
£° | C albicans 1,9 x 105/mL NA  [400 0 -
A. brasiliensis 2,4 x 10°/mL NA 1600 100 0
o |S. aureus 2,0 x 103/mL 0 - - -
Ay
¥ |P. aeruginosa 1,8 x 10°/mL 0 - - -
9\ =
g A E E. coli 10 x 103/mL 0 - - -
ES S |5 arletrae Conform
vy 3 . 5 - -
E 25 |evn 2.8 x 10/mL 0 0
3 |C. albicans 1,9 x 10°/mL NA 0 - -
m
A, brasiliensis 2,4 x 10°/mL NA 0 - -
© S. aureus 2,0x 10%mL 10 0 - -
- § P. aeruginosa 1,8 x 10°%/mL 0 - - -
2o g [Ecoli 10 x 105/mL 0 I - -
g & 2 8IS arlertac (EMD) |2.8 x 107/mL 10 0 - - Conform
5 00
€ < = |c albicans 19x10%mL  [NA D - -
+
B |A. brasiliensis 2.4 x 10/mL NA P - -
S. aureus 2,0 x 10°/mL 10 0 - -
«+ & |P. aeruginosa 1,8 x 10°/mL 170 10 0 -
g [Ecol 10 x 109/mL 0 ! ! :
é o % |S. arlettae (EMI) (2,8 x 10°/mL 20 0 - - Conform
(=]
E < & |C. albicans 1,9 x 103/mL NA 0 - -
[a W
A. brasiliensis 2,4 x10%mL NA 0 - -
S. aureus 2,0x 10%mL 20 0 - -
w o [|P-aeruginosa 1,8 x 10°%/mL 0 - - -
& |E coli 10 x 10°/mL 10 0 - -
g & |S_arlerae (EMD [2.8 x 10%/mL 100 0 - - Conform
PO
S © & |C. albicans 1,9 x 10°/mL NA 0 - -
[a W
A. brasiliensis 2,4 x10%mL NA 10 0 -
< S. aureus 2,0 x 10°/mL 70000  [700 0 -
eg P. aeruginosa 1,8 x 10°/mL 21000 0 0 -
£EF . E. coli 10 x 10°/mL 6000 0 0 -
g S &[S arletae (EMD) [2,8 x 105/mL 101000900 0 - Conform
S % |C. albicans 1.9 x 10¥mL NA  [100 0 -
< A brasiliensis |24 x 105/mL NA 700 0 -
NA — Nu este disponibil; 0,5% 2-PE - 2,5 mg/0,5 mL dozi; 0,4% 2-PE - 2 mg/0,5 mL dozi;

0,18%MP - 0,9 mg/0,5 mL dozi; 0,02%PP - 0,1mg/0,5 mL dozd; CFU- unitate de formare a coloniei.

Observatie:

S-a observat ci toate vaccinurile hexavalente fabricate la diferite combinatii au fost gasite
corespunzatoare cu eficacitatea de conservare in conformitate cu Pharmacopeia Europeand Categoria
B. Totusi, eficacitatea s-a dovedit a fi variata cand diferite combinatii au fost folosite.
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e FEficacitatea de conservare a vaccinului hexavalent ce contine 2-PE, MP si PP s-a dovedit a fi foarte
eficientd in comparatic cu alte combinatii de conservant anume doar 2-PE, 2-PE cu PP, 2-PE cu MP
si PP cu MP.

® Dec remarcat de asemenea ci eficacitatea conservantului vaccinului hexavalent ce contine 0,5% 2-PE
5 cu PP si MP s-a dovedit a fi mai mult efectiva in comparatie cu asemenca combinatii, dar cu 0,4% 2-
PE.
Exemplul 8
Vaccin combinat cu doza redusd SITPL’s contra Easy Six (Panacea)
Acest tabel oferd o comparatic a procentajului de adsorbtici a antigenilor individuali, potenta,
10 continutul PRP liber intre vaccin combinat cu doza redusa SIIPL’s si Easy Six (Panacea).

Tabelul 33
Potenta HB in vitro (ug/mL) 46,969 23,167
Adsorbtia HB (%) 91,8 Mai mult decat 90,0
Potenta in vivo HB 1,18 0,71(0,42-1,13)
Total PRP (ug/0,5 mL) 9,18 13,20
PRP-ul liber (%) 9,0 19,45
Formaldehida liberd (% M/V) 0,0011 0,0011
2-PE (% M/V) 0,499 0,660
Adsorbtia difterici (%) 82 38
Adsorbtia tetanos (%) 63 30
Tip 1 (DU/0,5 mL) 22,414 43,504
Tip 2 (DU/0,5 mL) 4,692 8,056
Tip 3 (DU/0,5 mL) 22,084 39,84
Aluminiu (mg/doza) 0,2846 0,6034
Eficacitatea in vitro
IPV de tip-1 170,0% Netestat
IPV de tip-3 132,3%
Potenta difterici ?68 9591 62 50 0{[1}23?2227) Mai mult decat 40
Potenta tetanos (15 89 2083 50 01[;(/)%062 g 8) Mai mult decat 50
Potenta pertussis ?5’667:9921_2,/;;’6233) 3,2021(1,8032-5,7706)

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. EP 1028750 B1 2006.02.01

2. Kurosky, et. al. Effects of Combination Vaccines on hepatitis B Vaccine Compliance in children in the
United States; The Pediatric Infectious Disease Journal. 2017, vol. 36(7), e 189-e196
. WO 99/48525 A1 1999.11.11

. WO 93/24148 A11993.12.09

. WO 9700697 A1 1997.01.09

. WO 0030678 Al 2000.06.02

. WO 2008028956 A1l 2008.03.13

. WO 2005089794 A2 2005.09.29

.US 6013264 A 2000.01.11

10. WO 2010046934 Al 2010.04.29

11. WO 2008020322 A2 2008.02.21

12. WO 2012093406 A2 2012.07.12
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(57) Revendiciri:

1. Compozitic imunogenicd cu doze multiple complet lichidd, in care 0,5 ml de compozitic
include oricare din urméitorii:

(1) un toxoid difteric (D), intr-o cantitate de la 10 Lf pani la 25 Lf, adsorbit pe un adjuvant din
sare de aluminiu, avind un procent de adsorbtic de cel putin 50%;

(ii) un toxoid tetanos (T), intr-o cantitate de la 2 Lf pand la 10 Lf, adsorbit pe un adjuvant din
sare de aluminiu, avind un procent de adsorbtic de cel putin 40%;

(iii) celule intregi inactivate de pertussis (WP), ce contine Bordetella pertussis inactivat, tulpinile
134, 509, 25525 si 6225 intr-un raport de 1:1:0,25:0,25, intr-o cantitate de la 12 IOU pani la 16 IOU;

(iv) un antigen de suprafata al virusului hepatitei B (HBsAg), intr-o cantitate de la 7 pg pani la
15 pg, adsorbit pe un adjuvant din sare de aluminiu, avind un procent de adsorbtie de cel putin 50%;

(v) un antigen Haemophilus influenzae de tip b (Hib), intr-o cantitate de la 7 pg pani la 13 ug;

(vi) un antigen al virusului de poliomielitd inactivat (IPV), ce contine IPV de tip 1 intr-o cantitate
de 1...25 DU, IPV de tip 2 intr-o cantitate de 1...10 DU si IPV de tip 3 intr-o cantitate de 1...20 DU; si

(vii) un continut total de aluminiu (A1**) in intervalul de 1a 0,1 mg pani la 0,6 mg; si

(viii) conservant ca 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 1...6 mg (v/v);, metilparaben intr-o cantitate
de 0,1...1,5 mg (m/v) si propilparaben intr-o cantitate de 0,05...0,2 mg (m/v); sau

2-fenoxictanol intr-o cantitate de 1...6 mg (v/v) si metilparaben intr-o cantitate de 0,1...1,5 mg
(m/v); sau

2-fenoxietanol intr-o cantitate de 1...6 mg (v/v) si propilparaben intr-o cantitate de 0,05...0,2
mg (m/v).

2. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care antigenul Hib este o zaharida
poliribosilribitol fosfat (PRP) Hib conjugati 1a o proteind purtitoare folosind o chimie de conjugare prin
cianilare sau o chimic de conjugare prin aminare reductivd, in care reagentul de cianilare mentionat este
selectat din bromurd de cianogen, 1-ciano-4-dimetilaminopiridiniu tetrafluoroborat (CDAP), 1-ciano-4-
pirolidinopiridiniu tetrafluorborat (CPPT), 1-cianoimidazol, si anume (1-Cl), 1-cianobenzotriazol (1-
CBT) sau 2-cianopiridazin-3(2H)-ona (2-CPO); si proteina purtitoare este selectatd dintr-un grup, care
include toxoid tetanos, CRMig7, toxoid difteric, complex al membranei externe Neisseria meningitidis,
fragmentul C al toxoidului titanos, toxoid pertussis, proteina D a H. influenzae, E. coli LT, ST E. coli, si
exotoxina A din Pseudomonas aeruginosa, membrana externd a complexului ¢ (OMPC), porine,
proteinele care leaga transferina, pneumolizina, proteina A de suprafatd pneumococicd (PspA), adezina A
de suprafatd pneumococici (PsaA), PhtD pneumococic, proteina de suprafatd pneumococica BVH-3 si
BVH-11, antigen protectiv (PA) al Bacillus anthracis i factor de edem detoxifiat (EF) si factor letal (LF)
al Bacillus anthracis, ovalbumina, hemocianina de limpet gaurd (KLH), albumini sericdi umani,
albumini sericd bovind (BSA), derivat proteic purificat al tuberculinei (PPD), peptide sintetice, proteine
de soc termic, proteine pertussis, citokine, limfokine, hormoni, factori de crestere, proteine artificiale care
includ epitopi multipli ai celulelor T CD4+ umane din diversi antigeni derivati din agenti patogeni ca
N19, proteine de absorbtie a fierului, toxind A sau B din proteinele C. difficile i S. agalactiae cu sau fard
linker.

3. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care antigenii IPV sunt tulpini Salk
selectate din grupul Mahoney, MEF-1, Saukett, sau tulpini Sabin selectate din grupul Sabin de tip 1,
Sabin de tip 2 sau Sabin de tip 3.

4. Compozitic immunogenica, conform revendicirii 1, in care D, T si HBsAg sunt adsorbiti
individual pe un adjuvant selectat din grupul format din sare de aluminiu (Al1**) ca hidroxid de aluminiu
(Al(OH)3) sau fosfat de aluminiu (AIPOy).

5. Compozitic imunogenicd, conform revendicarii 1, in care antigenii IPV sunt adsorbiti pe sare
de fosfat de aluminiu (AIPO,4), avand un procent de adsorbtic al IPV de tip 1 intr-un interval de
10...100%, TPV de tip 2 intr-un interval de 60...100% si IPV de tip 3 intr-un interval de 10...100%.

6. Comporzitic imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care procentajul de adsorbtic a
antigenului Hib pe orice adjuvant este mai mic de 20%.

7. Compozitic imunogenicd, conform revendicarii 1, in care compozitia contine suplimentar un
mediu de dilutie sau un tampon selectat din clorurd de sodiu sau solutie tampon fosfat salin.

8. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 7, in care compozitia include clorurd de sodiu
ca mediu de dilutie sau tampon intr-o concentratie de la 0,5% pani la 1,5%.

9. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitie include
oricare din urmétorii:
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a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v).

10. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitic include
oricare din urmitorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxictanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v).

11. Compozitic imunogenicd, conform revendicirii 1, in care 0,5 mL de compozitic include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf; antigen T intr-o cantitate de 4 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf; antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v).

12. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitie include
oricare din urmitorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 ug; antigen Hib intr-o cantitate de 8 ug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau
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b) antigen D intr-o cantitatc de 20 Lf, antigen T intr-o cantitatc de 4 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 ng; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen [PV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v).

13. Compozitic imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitie include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg
(m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg
(m/v); sau

c) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf; antigen T intr-o cantitate de 10 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 16 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg
(m/v).

14. Compozitic imunogenicd, conform revendicirii 1, in care 0,5 mL de compozitic include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pg; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

c) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf; antigen T intr-o cantitate de 10 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 16 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 20 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 4 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 16 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v).

15. Compozitic imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitie include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 pg; antigen IPV,



MD 4890 B1 2024.04.30

45

tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v).

16. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitic include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (A13*) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxictanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip
3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxictanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip
3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v).

17. Compozitic imunogenici, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitic include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf, antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pg; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf; antigen T intr-o cantitate de 4 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 ug; antigen Hib intr-o cantitate de 10 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 ug; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v).

18. Compozitic imunogenicd, conform oricérei din revendicarile precedente, in care 0,5 mL de
compozitie include oricare dintre urmitorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pug; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (A1**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v);
sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip
3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v);
sau
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¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip
3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2,5 mg (v/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v).

19. Compozitie imunogenica, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitie include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf, antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pg; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v), metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg
(m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitatc de 4 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 ug; antigen Hib intr-o cantitate de 10 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v), metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg
(m/v); sau

c) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf; antigen T intr-o cantitate de 10 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 16 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 ug; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, si tip 3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU,
respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de 0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de
2,5 mg (v/v), metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v); propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg
(m/v).

20. Compozitie imunogenicd, conform revendicdrii 1, in care 0,5 mL de compozitie include
oricare dintre urmatorii:

a) antigen D intr-o cantitate de 10 Lf; antigen T intr-o cantitate de 2 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 12 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 8 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 8 pg; antigen IPV, tip
1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip 3
(tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (A1%*) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

b) antigen D intr-o cantitate de 20 Lf, antigen T intr-o cantitate de 4 Lf; antigen wP intr-o
cantitate de 14 IOU; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 10 ug; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip
3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (AI**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v); sau

¢) antigen D intr-o cantitate de 25 Lf, antigen T intr-o cantitate de 10 Lf, antigen wP intr-o
cantitate de 16 I0U; HBsAg intr-o cantitate de 15 pg; antigen Hib intr-o cantitate de 13 pg; antigen IPV,
tip 1 (tulpina Mahoney) intr-o cantitate de 7,5 DU, tip 2 (tulpina MEF-1) intr-o cantitate de 1,5 DU, si tip
3 (tulpina Saukett) intr-o cantitate de 6 DU, respectiv; continutul total de aluminiu (Al**) nu mai mult de
0,55 mg; 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 2.5 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate de 0,9 mg (m/v);
propilparaben intr-o cantitate de 0,1 mg (m/v).

21. Procedeu de fabricare a compozitici imunogenice cu doze multiple complet lichidd in care
0,5 mL de compozitie include:

(1) un toxoid difteric (D), intr-o cantitate de la 10 Lf pana la 25 Lf, adsorbit pe sare de aluminiu,
avand un procent de adsorbtic de cel putin 50%;

(ii) un toxoid tetanos (T), intr-o cantitate de la 2 Lf pana la 10 Lf, adsorbit pe sare de aluminiu,
avand un procent de adsorbtic de cel putin 40%;

(iii) celule intregi inactivate de pertussis (WP), ce contine Bordetella pertussis inactivat, tulpinile
134, 509, 25525 si 6225 intr-un raport de 1:1:0,25:0,25, intr-o cantitate de la 12 IOU pani la 16 IOU;

(iv) un antigen de suprafata al virusului hepatitei B (HBsAg), intr-o cantitate de la 7 pg pani la
15 pg, adsorbit pe sare de aluminiu, avind un procent de adsorbtie de cel putin 50%;

(v) un antigen Haemophilus influenzae de tip b (Hib), intr-o cantitate de la 7 pg pani la 13 ug;

(vi) un antigen al virusului de poliomielitd inactivat (IPV), ce contine IPV de tip 1 intr-o cantitate
de 1...25 DU, IPV de tip 2 intr-o cantitate de 1...10 DU si IPV de tip 3 intr-o cantitate de 1...20 DU;

(vii) continut total al adjuvantului de aluminiu intr-un interval de la 0,1 mg pani la 0,6 mg; si
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(viii) conservant ca 2-fenoxietanol intr-o cantitate de 1...6 mg (v/v); metilparaben intr-o cantitate
de 0,1...1,5 mg (m/v) si propilparaben intr-o cantitate de 0,05...0,2 mg (m/v); sau

2-fenoxictanol intr-o cantitate de 1...6 mg (v/v) si metilparaben intr-o cantitate de 0,1...1,5 mg
(m/v); sau

2-fenoxietanol intr-o cantitate de 1...6 mg (v/v) si propilparaben intr-o cantitate de 0,05...0,2
mg (m/v);

in procedeul, care include uméitoarele etape:

a) aditia serului fiziologic normal de 80% din total intr-un vas de amestecare/container;

b) aditia componentului I care include toxoid difteric intr-un vas de amestecare/container;

¢) aditia componentului II care include toxoid tetanos la componentul I din etapa (b) cu agitare la
temperatura camerei;

d) aditia componentului III care include antigenul cu celule intregi inactivate de pertussis la
amestecul obtinut la etapa (c) cu agitare la temperatura camerei;

¢) aditia componentului I'V care include antigenul de suprafatd a hepatitei B 1a amestecul obtinut
la etapa (d) la temperatura camerei;

f) aditia componentului V care include antigenul Hib la amestecul obtinut la ctapa (¢) la
6...16°C;

g) aditia componentului VI care include antigenul IPV la amestecul obtinut la ctapa (f) la
6...16°C;

h) aditia unei combinatii de conservanti la amestecul obtinut la etapa (g) 1a 6...16°C selectatd
din:

2-fenoxictanol intr-o cantitate de la 1 pana la 6 mg per 0,5 mL (v/v) si metilparaben intr-o
cantitate de 0,1...1,5 mg per 0,5 mL (m/v); sau

2-fenoxictanol intr-o cantitate de la 1 pani la 6 mg per 0.5 mL (v/v) si propilparaben intr-o
cantitate de 0,05...0,2 mg per 0,5 mL (m/v); sau

2-fenoxietanol intr-o cantitate de la 1 pand la 6 mg per 0,5 mL (v/v), metilparaben intr-o
cantitate de 0,1...1,5 mg per 0,5 mL (m/v) si propilparaben intr-o cantitate de 0,05... 0,2 mg per 0,5 mL
(m/v);

i) ajustarea pH-lui amestecului obtinut la etapa (h) de la 6,0 pand la 7,0 cu hidroxid de
sodiu/carbonat de sodiu; si

j) addugarea serului fiziologic normal, cele 20% rdmase pentru a forma volumul la agitare.

22. Procedeu, conform revendicarii 21, in care prepararca componentului I include urmaitoarele
etape:

a) transferul fosfatului de aluminiu in container/vas;

b) aditia toxoidului difteric;

¢) ajustarea pH-lui de 1a 4,5 pénd la 5,5 cu acid acetic/hidroxid de sodiu;

d) stabilizarea;

e) ajustarea pH-lui de 1a 5,5 péand la 6,5 cu hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu; si

f) stabilizarea cu tampon histidinic.

23. Procedeu, conform revendicarii 21, in care prepararca componentului IT include urmitoarele
etape:

a) transferul fosfatului de aluminiu in container/vas;

b) aditia toxoidului tetanos;

¢) ajustarea pH-lui de 1a 4,5 pénd la 5,5 cu acid acetic/hidroxid de sodiu;

d) stabilizarea;

e) ajustarea pH-lui de 1a 5,5 panai la 6,5 cu hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu; si

f) stabilizarea cu tampon histidinic.

24. Procedeu, conform revendicirii 21, in care preparareca componentului IIT include urméitoarele
etape:

a) inactivarea tulpinii Bordetella pertussis 134 la 56°C, pentru 10...15 minute in prezentd de
formaldehidi;

b) inactivarea tulpinii Bordetella pertussis 509 la 56°C pentru 10...15 minute in prezentd de
formaldehidi;

¢) inactivarea tulpinilor Bordetella pertussis 25525 si 6229 la 56°C pentru 10...15 minute in
prezentd de formaldehidd;

d) inactivarea tulpinii Bordetella pertussis 6229 la 56°C pentru 10...15 minute in prezentd de
formaldehidi;
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e) amestecarea ulterioard a tulpinilor de Bordetella pertussis 134, 509, 25525 si 6229 inactivate

intr-un raport de 1:1:0,25:0,25; si

f) adsorbtia optionali pe adjuvant bazat pe aluminiu;
in care procesul este lipsit de Thiomersal, antigenul pertussis cu celule intregi inactivate raméane

neaglomerat si omogen, conducand la reactogenitate redusa si dand o potentd mai buni pentru o duratd
mai lunga.

etape:

etape:

25. Procedeu, conform revendicarii 21, in care prepararea componentului IV include urmétoarele

a) transferul fosfatului de aluminiu in container/vas;

b) aditia antigenului de suprafati a hepatitei B;

¢) ajustarea pH-lui de 1a 4,5 pénd la 5,5 cu acid acetic/hidroxid de sodiu;

d) stabilizarea;

e) ajustarea pH-lui de 1a 5,8 pani la 6,8 cu hidroxid de sodiu/carbonat de sodiu; si

f) stabilizarea.

26. Procedeu, conform revendicarii 21, in care prepararca componentului V include urmétoarele

a) fermentarea Haemophilus influenzae de tip b;

b) inactivarea la temperatura de 37°C pentru 2 ore in prezentd de formaldehida de 0,1%;

¢) purificarea polizaharidei poliribosilribitol fosfat (PRP) Hib;

d) conjugarea produsului purificat la etapa (c) la toxoidul tetanos (TT) prin chimia de conjugare

prin cianilare, folosind bromura de cianogen in prezenta linkerului dihidrazida acidului adipic (ADH);

Hib.

e) purificarea conjugatului din etapa (d); si
f) filtrarea conjugatului purificat preferabil prin filtru de 0,22 pm;
in care procentul de PRP liber nu estc mai mare de 5% in volumul total de conjugat purificat
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