
PHARMACOPÉE EUROPÉENNE 5.0 Vaccin de l’hépatite B (ADNr)

Teneur en protéines. La teneur en protéines est déterminée
à l’aide d’une technique appropriée, les limites étant
approuvées par l’Autorité compétente.

Phospholipides. La teneur et l’identité des phospholipides
sont déterminées par des méthodes immunochimiques ou
physico-chimiques appropriées. La teneur en phospholipides
est conforme aux limites approuvées pour le produit
considéré.

Teneur en hémagglutinine. Déterminez la teneur en
antigène hémagglutinine par un essai d’immunodiffusion
(2.7.1). La teneur en hémagglutinine ne dépasse pas les
limites approuvées pour le produit considéré.

Teneur en antigène de l’hépatite A. Déterminez la teneur en
antigène de l’hépatite A par une méthode immunochimique
appropriée. La teneur en antigène ne dépasse pas les limites
approuvées pour le produit considéré.

Rapport entre la teneur en antigène de l’hépatite A et la
teneur en hémagglutinine. Le rapport entre la teneur en
antigène de l’hépatite A et la teneur en hémagglutinine se
situe dans les limites approuvées pour le produit considéré.

Ovalbumine : au maximum 1 µg par dose humaine,
déterminé par une technique appropriée, en utilisant une
préparation de référence d’ovalbumine appropriée.

Taille du virosome. La distribution de la taille du mélange
de virosomes et de virus de l’hépatite A se situe dans les
limites approuvées pour le produit considéré.

Stérilité (2.6.1). Le vrac final est conforme à l’essai de
stérilité, effectué en utilisant 10 ml pour chaque milieu.

Conservateur antimicrobien. Le cas échéant, déterminez
la teneur en conservateur antimicrobien par une méthode
chimique ou physico-chimique appropriée. La teneur en
conservateur antimicrobien n’est pas inférieure à 85 pour
cent ni supérieure à 115 pour cent de la teneur voulue.

Résidus chimiques. Si des substances chimiques sont
utilisées au cours de la formulation, leurs teneurs sont
déterminées, les limites étant approuvées par l’Autorité
compétente.

LOT FINAL
Le vrac final est réparti en récipients stériles dans des
conditions aseptiques. Les récipients sont ensuite fermés de
façon à empêcher toute contamination.
Un lot final ne peut être libéré que s’il satisfait à chacun des
essais décrits ci-après sous Identification, Essai et Activité.
Si les essais de formaldéhyde libre (s’il y a lieu) et l’essai de
teneur en conservateur antimicrobien (s’il y a lieu) ont été
réalisés avec des résultats satisfaisants sur le vrac final, ils
peuvent être omis sur le lot final. Lorsque le titrage d’activité
est effectué in vivo, s’il a été effectué avec des résultats
satisfaisants sur le vrac final, il peut ne pas être répété sur
le lot final.

IDENTIFICATION

Il est démontré que le vaccin contient l’antigène du virus de
l’hépatite A, par une méthode immunochimique appropriée
(2.7.1) utilisant des anticorps spécifiques.

ESSAI

Formaldéhyde libre (2.4.18) : au maximum 0,2 g/l.

Conservateur antimicrobien. Déterminez, s’il y a lieu, la
teneur en conservateur antimicrobien par une méthode
chimique ou physico-chimique appropriée. Elle n’est pas
inférieure à la teneur minimale reconnue comme étant
efficace ni supérieure à 115 pour cent de la valeur indiquée
sur l’étiquette.

Stérilité (2.6.1). Le vaccin satisfait à l’essai de stérilité.

Endotoxines bactériennes (2.6.14) : moins de 2 UI par dose
humaine.

ACTIVITÉ

Déterminez la teneur en antigène du vaccin au moyen
d’une méthode immunochimique appropriée (2.7.1), par
comparaison avec la préparation de référence. Les critères
d’acceptabilité sont approuvés par l’Autorité compétente
pour une préparation de référence donnée.

ÉTIQUETAGE

L’étiquette indique :
— l’origine biologique des cellules utilisées pour la

préparation du vaccin,
— que le support contient des protéines de virus grippal

préparé sur œufs,
— que le vaccin ne doit pas être congelé,
— que le vaccin doit être agité avant l’emploi.
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VACCIN DE L’HÉPATITE B (ADNr)

Vaccinum hepatitidis B (ADNr)
DÉFINITION
Le vaccin de l’hépatite B (ADNr) est une préparation de
l’antigène de surface de l’hépatite B (HBsAg), une protéine
constitutive du virus de l’hépatite B, qui peut être adsorbé
sur un support minéral tel que l’hydroxyde d’aluminium ou
le phosphate hydraté d’aluminium. L’antigène est obtenu
par la méthode dite de l’ADN recombinant.

PRODUCTION

DISPOSITIONS GÉNÉRALES
Il doit être démontré que le vaccin suscite chez l’homme
la formation d’anticorps spécifiques protecteurs et que
le procédé de production donne de façon constante des
vaccins qui satisfont aux exigences de pouvoir immunogène
et d’innocuité.
Le procédé de production fait l’objet d’une validation
permettant de démontrer que le produit satisferait à l’essai
de toxicité anormale des immunosérums et vaccins pour
usage humain (2.6.9), s’il lui était appliqué.
Le vaccin de l’hépatite B (ADNr) est obtenu par l’expression
du gène codant pour l’HBsAg dans des cellules de levure
(Saccharomyces cerevisiae) ou de mammifères (cellules
d’ovaires de hamster chinois (CHO) ou d’autres lignées
cellulaires appropriées), de la purification de l’HBsAg qui
en résulte et de la transformation de cet antigène en une
préparation immunogène. Le choix et l’innocuité des cellules
utilisées sont approuvés par l’Autorité compétente.
Le vaccin peut contenir soit le produit du gène S (protéine
majeure), soit une combinaison des produits des gènes S
et pré-S2 (protéine moyenne), soit une combinaison des
gènes S, pré-S2 et pré-S1 (grande protéine).
Préparation de référence : est utilisée comme préparation
de référence une partie d’un lot représentatif dont on a
démontré que le pouvoir immunogène chez l’animal est
au moins égal à celui d’un lot qui, lors d’études cliniques
conduites chez de jeunes adultes sains, a produit 95 pour cent
au moins de séroconversion après immunisation primaire
complète. Le critère de séroconversion correspond au taux
d’anticorps neutralisants reconnu comme protecteur ; un
taux égal ou supérieur à 10 mUI/ml d’anticorps contre
L’HBsAg est reconnu comme étant protecteur.
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CARACTÉRISATION DE LA SUBSTANCE
Des études de développement sont effectuées pour
caractériser l’antigène. La structure complète protéinique,
lipidique et en hydrates de carbone est déterminée. Les
caractéristiques morphologiques des particules d’antigène
sont déterminées par microscopie électronique. La densité
moyenne des particules d’antigène est déterminée par
une méthode physico-chimique, telle que la centrifugation
en gradient de densité. Les épitopes antigéniques sont
caractérisés. La structure primaire de la partie protéinique
est caractérisée, par exemple par détermination de la
composition en acides aminés, par une analyse séquentielle
partielle d’acides aminés et par la cartographie peptidique.

CULTURE ET RÉCOLTE
L’identité, la pureté microbienne, la rétention du plasmide
et la régularité du rendement sont déterminées à des stades
appropriés de la production. Si des cellules de mammifères
sont employées, des essais d’agents étrangers et de
mycoplasmes sont effectués selon les prescriptions de Essais
des agents étrangers dans les vaccins viraux pour usage
humain (2.6.16) en utilisant 200 ml de récolte dans l’essai de
recherche d’autres agents étrangers sur cultures cellulaires.

ANTIGÈNE PURIFIÉ
Seul un antigène purifié satisfaisant aux essais ci-après peut
être utilisé dans la préparation du vrac final.

Protéines totales. La teneur en protéines totales est
déterminée par une méthode validée. La teneur se situe
dans les limites approuvées pour le produit spécifique.

Teneur en antigène et identification. La quantité et la
spécificité de l’HBsAg sont déterminées par comparaison
soit avec l’étalon international de HBsAg sous-type
ad soit avec une référence interne, par une méthode
immunochimique appropriée (2.7.1), par exemple un
dosage radioimmunologique (RIA), un dosage par
immunoadsorption à enzyme conjuguée (ELISA), par
immunoempreinte (de préférence avec un anticorps
monoclonal dirigé contre un épitope protecteur) ou
par un essai de diffusion radiale simple. Le rapport
antigène/protéines se situe dans les limites approuvées pour
le produit spécifique.

La masse moléculaire de la bande principale trouvée par
électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) effectuée dans des
conditions réductrices correspond à la valeur attendue en
fonction des séquences connues des acides nucléiques et du
polypeptide, ainsi que de la glycosylation éventuelle.

Pureté antigénique. La pureté de l’antigène est contrôlée
par comparaison avec la préparation de référence par
chromatographie liquide ou par toute autre méthode
appropriée telle que l’électrophorèse sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS-PAGE avec coloration
par le bleu acide 92 et l’argent. Une méthode est appropriée
notamment si elle présente une sensibilité suffisante pour
détecter un contaminant potentiel à une concentration
de 1 pour cent de protéine totale. Au minimum 95 pour
cent des protéines totales sont constituées de l’antigène de
surface de l’hépatite B.

Composition. La teneur en protéines, lipides, acides
nucléiques et hydrates de carbone est déterminée.

ADN résiduel de la cellule hôte et du vecteur. Si le vaccin
est produit sur des cellules de mammifères, la teneur en
ADN n’est pas supérieure à 10 pg dans la quantité d’antigène
purifié équivalant à une dose humaine unitaire de vaccin.

Césium. Si un sel de césium est utilisé pendant la production,
un essai de césium résiduel est effectué sur l’antigène
purifié. La teneur se situe dans les limites approuvées pour
le produit spécifique.
Stérilité (2.6.1). L’antigène purifié satisfait à l’essai de
stérilité. Effectuez l’essai en utilisant 10 ml pour chaque
milieu.
En fonction de la méthode de production, d’autres essais sur
l’antigène purifié peuvent être nécessaires, par exemple un
essai de sérum animal résiduel si des cellules de mammifères
ont été utilisées pour la production ou des essais de résidus
des substances chimiques utilisées dans l’extraction et la
purification de l’antigène.
VRAC FINAL
Un conservateur antimicrobien et un adjuvant peuvent être
incorporés au vaccin.
Seul un vrac final satisfaisant aux essais ci-après peut être
utilisé dans la préparation du lot final.
Conservateur antimicrobien. Déterminez, s’il y a lieu, la
teneur en conservateur antimicrobien par une méthode
chimique ou physico-chimique appropriée. Cette teneur n’est
pas inférieure à 85 pour cent ni supérieure à 115 pour cent
de la teneur voulue.

Stérilité (2.6.1). Le vrac final satisfait à l’essai de stérilité.
Effectuez l’essai en utilisant 10 ml pour chaque milieu.
LOT FINAL
Seul un lot final qui satisfait à chacun des essais décrits
sous Identification, Essai et Activité peut être libéré. Si les
essais de formaldéhyde libre (le cas échéant) et de teneur en
conservateur antimicrobien (le cas échéant) ont été effectués
avec de bons résultats sur le vrac final, ils peuvent ne pas
être répétés sur le lot final. Si le titrage d’activité est effectué
in vivo et que des résultats satisfaisants ont été obtenus sur
le vrac final, il peut ne pas être répété sur le lot final.

IDENTIFICATION
La détermination de l’activité ou, dans les cas appropriés,
le profil électrophorétique, servent également à identifier
le vaccin.

ESSAI

Aluminium (2.5.13) : au maximum 1,25 mg par dose
humaine unitaire, si l’adsorbant utilisé est de l’hydroxyde
d’aluminium ou du phosphate d’aluminium hydraté.
Formaldéhyde libre (2.4.18) : au maximum 0,2 g/l.
Conservateur antimicrobien. Déterminez, s’il y lieu, la
teneur en conservateur antimicrobien par une méthode
chimique ou physico-chimique appropriée. Cette teneur n’est
pas inférieure à la valeur établie comme seuil d’efficacité
ni supérieure à 115 pour cent de la teneur indiquée sur
l’étiquette.

Stérilité (2.6.1). Le vaccin satisfait à l’essai de stérilité.
Pyrogènes (2.6.8). Le vaccin satisfait à l’essai des pyrogènes.
Injectez à chaque lapin l’équivalent d’une dose humaine.

ACTIVITÉ
Le vaccin satisfait au titrage d’activité du vaccin de
l’hépatite B (ADNr) (2.7.15).

ÉTIQUETAGE
L’étiquette indique :
— la quantité d’HBsAg par récipient,
— le type de cellules utilisé pour la production du vaccin,
— le nom et la quantité de l’adsorbant utilisé,
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— que le vaccin doit être agité avant emploi,
— que le vaccin ne doit pas être congelé.

01/2005:0443

VACCIN DIPHTÉRIQUE ADSORBÉ

Vaccinum diphtheriae adsorbatum
DÉFINITION
Le vaccin diphtérique adsorbé est une préparation
d’anatoxine diphtérique avec un adsorbant minéral.
L’anatoxine est obtenue par l’action du formaldéhyde sur
la toxine résultant de la croissance de Corynebacterium
diphtheriae.

PRODUCTION

DISPOSITIONS GÉNÉRALES

Toxicité spécifique. Le procédé de production fait l’objet
d’une validation permettant de démontrer que le produit
satisferait à l’essai suivant, s’il lui était appliqué : utilisez
5 cobayes en bonne santé, pesant 250-350 g et n’ayant pas
été traités auparavant par une substance susceptible de
fausser l’essai. Injectez à chacun d’eux par voie sous-cutanée
une quantité équivalant à 5 fois la dose humaine unitaire
indiquée sur l’étiquette. Si, dans les 42 jours qui suivent
l’injection, un des animaux présente des signes ou meurt de
toxémie diphtérique, le vaccin ne satisfait pas à l’essai. Si
plus de 1 animal meurt de causes non spécifiques, répétez
l’essai une seule fois ; si plus de 1 animal meurt dans le
second essai, le vaccin ne satisfait pas à l’essai.

ANATOXINE PURIFIÉE
Pour la production de la toxine diphtérique, à partir de
laquelle l’anatoxine est préparée, les cultures de semence
sont organisées dans un système défini de lot de semence où
le pouvoir toxigène est maintenu et restauré, si besoin est,
par une nouvelle sélection. Une souche de Corynebacterium
diphtheriae fortement toxigène dont l’origine et l’historique
sont connus, est cultivée en milieu liquide approprié. En fin
de croissance, la pureté de chaque culture est vérifiée et les
cultures contaminées sont éliminées. Le milieu de culture
contenant la toxine est séparé aseptiquement et dès que
possible de la masse bactérienne. La teneur en toxine (Lf
par millilitre) est déterminée afin de contrôler la régularité
de la production. Plusieurs récoltes peuvent être réunies
pour préparer l’anatoxine purifiée. La toxine est purifiée
pour éliminer les composants susceptibles de causer des
réactions indésirables en usage humain. La toxine purifiée
est détoxifiée par le formaldéhyde selon une méthode qui
évite de détruire l’activité immunogène de l’anatoxine et
la réversibilité de la toxine, notamment par action de la
chaleur. La purification peut également être effectuée après
détoxification.
Seule une anatoxine purifiée qui satisfait aux essais ci-après
peut être utilisée dans la préparation du vrac final.

Stérilité (2.6.1). Effectuez l’essai de stérilité en utilisant
10 ml pour chaque milieu.

Absence de toxine et irréversibilité de l’anatoxine. A l’aide
de la solution tampon, sans adsorbant, utilisée dans le vaccin
final, préparez une solution d’anatoxine purifiée en vrac
contenant 100 Lf/ml. Divisez la solution en 2 parties égales.
Maintenez 1 partie à 5 ± 3 °C et l’autre partie à 37 °C,
pendant 6 semaines. Effectuez une recherche de toxine
diphtérique active sur cellules Vero en utilisant 50 µl/cupule

des 2 échantillons. L’échantillon ne doit pas contenir de
conservateurs antimicrobiens et il doit être déterminé que
les agents de détoxification se situent à des concentrations
inférieures à la concentration toxique vis-à-vis des cellules
Vero. La toxicité non spécifique peut être éliminée par
dialyse.

Utilisez des cellules Vero récemment trypsinisées à une
concentration appropriée, par exemple 2,5 × 105 ml− 1 et une
toxine diphtérique de référence diluée dans de l’anatoxine
diphtérique à 100 Lf/ml. Une toxine diphtérique de référence
appropriée contiendra soit 100 DL 50/ml au minimum, soit
67 à 133 lr/100 dans 1 Lf et 25 000 à 50 000 fois la dose
minimale de réaction pour cobayes dans 1 Lf (la toxine
diphtérique PBR convient comme toxine de référence).
Diluez la toxine dans de l’anatoxine diphtérique à 100 Lf/ml
jusqu’à une concentration appropriée, par exemple
2 × 10− 4 Lf/ml. Préparez des dilutions en série de raison 2
de la toxine diphtérique diluée et utilisez des échantillons à
examiner non dilués (50 µl/cupule). Répartissez les dilutions
dans les cupules d’une plaque stérile pour culture cellulaire
contenant du milieu approprié aux cellules Vero. Afin de
vérifier qu’un effet cytotoxique constaté est spécifique à la
toxine diphtérique, préparez en parallèle des dilutions où la
toxine est neutralisée par de l’antitoxine diphtérique à une
concentration appropriée, par exemple 100 UI/ml. Préparez
sur chaque plaque des cupules témoins sans anatoxine ni
toxine et avec anatoxine non toxique à 100 Lf/ml afin de
vérifier la croissance normale des cellules. Ajoutez de la
suspension de cellules à chaque cupule, scellez les plaques
et faites-les incuber à 37 °C pendant 5-6 jours. Un effet
cytotoxique est constaté s’il y a inhibition métabolique
totale des cellules Vero, montrée par l’indicateur de pH
du milieu. Confirmez l’effet cytopathogène par examen
microscopique ou par une coloration appropriée telle que la
coloration au MTT. L’essai n’est pas valable si 5 × 10− 5 Lf/ml
de toxine diphtérique de référence dans de l’anatoxine à
100 Lf/ml n’exerce pas d’effet cytotoxique sur les cellules
Vero ou si l’effet cytotoxique de cette quantité de toxine n’est
pas neutralisé dans les cupules contenant de l’antitoxine
diphtérique. L’anatoxine purifiée satisfait à l’essai s’il ne se
présente aucune toxicité neutralisable par l’antitoxine dans
l’un ou l’autre des échantillons.

Pureté antigénique. L’anatoxine purifiée contient au
minimum 1500 Lf par milligramme d’azote protéique.

VRAC FINAL
Le vrac final est préparé par adsorption d’une quantité
appropriée d’anatoxine purifiée sur un support minéral tel
que du phosphate d’aluminium hydraté ou de l’hydroxyde
d’aluminium ; le mélange obtenu est approximativement
isotonique au sang. Des conservateurs antimicrobiens
appropriés peuvent être ajoutés. L’activité antigénique du
vaccin est altérée par certains conservateurs antimicrobiens,
notamment ceux du type phénolique, qui ne doivent pas être
ajoutés au vaccin.

Seul un vrac final qui satisfait aux essais ci-après peut être
utilisé dans la préparation du lot final.

Conservateur antimicrobien. Le cas échéant, déterminez
la teneur en conservateur antimicrobien par un dosage
chimique approprié. La teneur n’est pas inférieure à 85 pour
cent ni supérieure à 115 pour cent de la teneur voulue.

Stérilité (2.6.1). Effectuez l’essai de stérilité en utilisant
10 ml pour chaque milieu.

LOT FINAL
Le vrac final est réparti aseptiquement dans des récipients
stériles à fermeture inviolable. Les récipients sont fermés de
façon à prévenir toute contamination.
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