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Un método para investigar materiales biolégicos por ME de transmisién es el uso de cortes
ultradelgados de tejido deshidratado e incluido en plastico, comparable con una preparacion
estandar del mismo tejido con respecto a las siguientes caracteristicas: proliferacién celular,
envejecimiento celular, muerte celular y restos celulares, apoptosis, actividad lisosomal,
actividad de sintesis, diferenciacidn de membrana plasmatica y homogeneidad.

El método es el siguiente: primero, una muestra se trata con tripsina; después, las células
separadas se fijan con un fijador de Karnovsky modificado! a continuacién, se tlevan a cabo la
deshidratacion con etanol, la inclusién en resina epoxi v la polimerizacion de dicha resina. Se
hacen cortes ultradelgados {1 um) de los trozos de tejida obtenidos. Después los cortes se
analizan por microscopia electronica. Cada corte contiene aproximadamente 500 células..

Preparacidn de fa muestra

1, Tratamiento con tripsina
2, Fijacion de {as células
Preparacion del fijador (fijador de Karnovsky modificado)
Se puede usar cualquiera de las siguientes soluciones amortiguadores madre:
- Cacodilato de sodio, ajustada a pH 7,4 con 0,1 M de HCL*
- Solucidn amortiguadora de fosfato, ajustada a pH 7,2-7.4 con solucidn X o ¥
Para preparar una solucién de paraformaldehido al 10%, coloque 10g de
paraformaldehido en 100 ml de agua destilada y caliente a 60-65 °C. Aciare la solucién
agregando gotas de 0,1 M de NaOH. Deje eafriar,

El fijador se prepara de la siguiente manera:

0,2 M de solucién amortiguadora madre 50 ml
sclucién de paraformaldehido al 16 % 20 ml
glutaraidehido al 25 % 10 mi

Ajuste a2 100 ml con agua destitada. Determine la osmolaridad.
* Para lograr una mejor estabilizacién de las membranas celulares, a la solucién

amortiguadora de cacodilato de sodio se pueden agregar 1-3 mM de solucién de cloruro
de magnesio o calcie.
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30 % etanol 5-10 min
70 % etanol 10 min

90 % etanol 10 min

95 % ectanol 10 min
100 %% etanol (sin agua) 2x 15-30 min
dxido de propileno 2x 10-15 min

4. Impregnacién de cubos celulares con resina epoxi

Como medio de inclusidn se utiliza éter glicidico.

Impregne los cubos celulares a 60 °C, de la
siguiente manera:

Con 6xido de propileno:resina epoxi—1:1 30-60 min

Con 6xido de propileno:resina epoxi — 1:3 60-120 min

Con resina epoxi 2 horas o toda 1a noche
Con resina epoxi con acelerador 2 horas

3. inclusién de lrozos de tejido
Las capsulas de gelatina se llenan con trozos de tejido impregnados en resina epoxi v

luego se terminan de llenar con resina epoxi {con acelerador} v se cierran.

6. Folimerizacién
La polimerizacion se lleva a cabo en un horno a 60 °C.

Identidad/pureza por andlisis de huella gendtica de ADN
Fundamento

La huella genética de ADN proporciona informacién detallada especifica de la secuencia, que es
atil para la caracterizacién e identificacién de lineas celulares. Es posible monitorear la
contaminacion entre especies y denira de ellas, v ¢l control de calidad de los bancos de células,
Las sondas multilocus derivadas de regiones minisatélites hipervariables especificas del genoma
humano se hibridan en secuencias de ADN repetitivas, distribuidas en los genomas de diversas
especies. Estas seouencias de ADN repetitivas estdn compuestas por Secuencias de repeticiones

cortas en tdndem, cuya cantidad varia seg(n cada individuo (nimerg-variablhde réidtféiones en
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tndem: NVRT), El uso de estas sondas en ADN digeride por endonucleasas e inmovilizado en una
membrana de nailon gencra perfiles de huelia genética de ADN/bandas que son exclusivos de cada linea
celular.

Procedimiento de prueba
Se centrifugan las células del espécimen de prueba y las células de control positivo, v sc lisan los

sedimentos.

Se purifica ¢l ADN del lisado,

La concentracién de ADN se evalla por espectrometria y la calidad de digestion se determina
por slectroforesis con gel.

EL ADN de! espécimen de prueba y el ADN de control positive se tratan con enzimas de
restriccion Hae HIy Finf i para digerir el ADN,

Las digestionss del ADN del espécimen de prugba y del ADN de control positive consisten en
2 alfcuotas con 10 um de ADN digerido, que se someten a electroforesis en geles separados. Se
utilizan marcadores de peso molecular en cada gel,

Los fragmentos de ADN se transfieren a filiros de nailon mediante la técnica de hibridacion de
Southern, Cada filtro se expone & una de las sondas de ADN estdndar (33.15 6 33.6) y se les
hace una auterradiografia.

Controies

Para determinar ef tamano del ADN, se utiliza por duplicade una escaiera de ADN de | Kb,
que oscila entre 12,2 Kb y 1 Kb, y se utiliza una linea celular estindar con cada muesira.
Las gondag de ADN que se utilizan son las sondas multilocus 33,13 y 33.6 de Jeffrey,

Yalider dg Ja prueba
La prueba se considera valida cuando la hibridacién de las sondas multilocus 33.5 v 33.15 al
ADN estandar y del espécimen de prueba genera un perfil de banda de ADN que es claro y

legible, y la linea celular de control produce el perfil esperado.

Resultades de las prusbag
Los resultados de las prucbas brindaran la sigulente informacién;

- Verificacién de que el espécimen de prueha es idéntico a ia linea celular esténdar;
comparacién de los perfiles de huella genética de ADN obtenidos del espécimen de
prueba vy de la linea celular estdndar. Las lineas celulares idénii
genélicas idénticas,

tienen huelizs
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- Deteccién de deriva genética: el informe compara las huellas genéticas de ADN
obtenidas de una linea celular sometida a varios pasajes en relacin con el pasaje
original en cada punto temporal. La deriva genética se detecta por un cambio en las

hueilas genéticas.

Anéalisis de isoenzimas
Consulte el Module 3.2.5.2.4: Control de pasos criticos v productos intermedios,
Agentes extrafios

La prueba se lleva a cabo de acuerde con la Farmacopea Eurcpea.

Cocultivo

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con ja Farmacopea Europea: Sustratos celulares

para la preduceidn de vacunas de uso humano.

Prueba en ratones lactantes

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la Farmacopea Europea; Sustratos celulares
para fa produccién de vacunas de use humano.

Prueba en ratones adultos

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la Farmacopea Eurepea: Sustratos celulares
para la produccion de vacunas de uso humano.
Prueba en células de Cercopithecus

La prueba se licva a cabo de acuerdo con las [nstrucciones de la Farmacopea Europea vigente:
Pruebas de deteccién de agentes extrafios en vacunas virales de uso humano.
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Para conocer el método, consulte la seccidn “Morfologia por microscopia electrénica de transmisidn™,

Ensayoe de transeriptasa inversa potenciada por ef producto (PERT)

Fundamento

El ensayo PERT es extremadamente sensible y se utiliza para detectar actividad de
transcriptasa inversa (T1). Se trata de un ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) con Tl y, por lo tanto, cormbina la especificidad general de los ensayos de T1
convencionales con la alta sensibilidad de la RCP. Al igual que los ensayos de TI
convencionales, se utiliza para detectar actividad de TI en el intericr de particulas retrovirales
extracelulares. EI ensayo implica convertir un molde de ARN en ADNc y amplificar el ADNc
utilizando cebadores especificos. Puesto que no se agrega actividad de TI exdgena, e] ADNc
solamente se generara si la propia muestra contiene actividad de TL Si no se observa actividad
de T1, no se detectard ningin producto. El estudio utiliza tecnologla TagMan® de alto
rendimiento con deteceidn en tiempo real del producto especifico de la reaccién PERT en un
sistema de deteccion de secuencias ABI Prism® 7700 o GeneAmp® 5700, o uno equivalente.
Durante la amplificacién con cebadores para RCP, la sonda oligonucleatidica fluorogénica
especifica, con un colerante delator y un colorante inhibidor adheridos, se aparea con el
producto amplificado entre los amplimeros, La reaccion de deteccidn utiliza la actividad
nucleasa 37 de la polimerasa de ADN AmpliTaq Gold® para parttir el colorante delator de la
sonda, lo que provoca una mayor fluorescencia cuando hay transcriptasa inversa.

Preparacidn de las muestras de prueba

Entre 10 y 30 ml de sobrenadante de cultivo de células Yero maestras se clarifican dos veces
repitiendo el siguiente procedimiento: centrifugacidn de la muestra a aproximadamente

12,000 rpm (17.000 x g} durante 10 minutos; paso por un filtro estéril de 0,45 um para

eliminar tos restos; y sedimentacién de las particulas virales por ultracentrifugacién a

24,000 rpm (100.000 x g) durante 60 minutos,

Cada sedimento se resuspende en solucién amortiguadora de ruptura celular para liberar ia actividad de
TI.

Procedimiento del ensayo
El ensayo PERT incluye dos reacciones: (i) una actividad de T1 en el interior de la muestra
convierte un molde de ARN del virus del mosaico del bromo {VMB) en ADNe, utilizando un

cebador especifico del molde que se encuentra presente en la mezcla de reaceidn; y (if) un paso
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en un ensayo de RCP para amplificar el ADNe. Se agregan alicuotas de muestras no dijuidas v
diluidas 1/10 a las reacciones PERT con TagMan® y los tubos se transfieren 4 un sistema
adecuado de deteccidn de secuencias.

Las alicuotas de muestras no diluidas y diluidas 1/10 se analizan en reacciones PERT

fluorescentes de la siguiente manera:

(i En presencia de ADN activado de timo de ternera. Esto interfiere con la actividad de 1a
polimerasa de ADN similar a la actividad de T1, lo que reduce al minimo las sefales
de falsos positivoes,

(i) En ausencia de ADN activado de timo de terners, para indicar el nivel de actividad de
polimerasa de ADN que se observa en las muestras.

Las reaccicnes RCP se monitorean midiendo el aumento en la fluorescencia de las reacciones

PERT, mediante el uso de cinética en tiempo real.

Controles

Controles negativos

El agua destilada sirve come control sin molde (sin TT),

En todas las etapas de preparacién de las muestras, hay centinelas para ¢l control de la
cantaminacidn atmosférica, que consisten en tubos abigrtos que centienen todos los reactivos v
amplimeros. Se procesan junto con las muestras de prueba, Los controles sin moide y por
centinelas se analizan en presencia de ADN de timo de ternera.

Controles positivos

Los controles positivos consisten en reservas adecuadas de virus con actividad TIy recuentos
de particulas conocidos. Las diluciones que contienen particulas retrovirales 10° y 16°
funcicnan como contreles positivos.

A las muestras de prueba puras s¢ agregan particulas retrovirales 10° v 10° para garantizar que
no contengzn inhibidores del ensayo PERT.

Los especimenes de prueba con virus agregado y los controles positivos se analizan en
presencia de ADN de timo de ternera.

Controles de contaminacidn
Puesto que el VMB no tiene una etapa intermedia de ADN en su cig
minimo el riesgo de contaminacién con ADN amplificable.
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3.2.5.2.3. Contro! de materiales

Las reacciones PERT cerradas con tapas dpticas se analizan v se desechan, de modo que la
probabilidad de contaminacion por arrastre de productos de RCP se reduce en gran medida.
La amplificacién del ADNc del YMB se hace en presencia de dUTP en lugar de dTTP v se
utiliza uracilo-N-glicosilasa (UNG) AmpErase con las reacciones PERT. La UNG
AmpErase actia sobre el ADN de cadena simple ¢ de doble cadena que contienc dU v eviia
la amplificacion de cualquier producto de arrastre de RCP. .

Ademas, se utilizan distintos espacios de aire para la preparacién de reactivos, ¢l procesamientc
de muestras y la amplificacién y el andlisis de los productos de RCP,

Criterios de validez de 1a prucba
El ensayo se considera vélido si el producto especifico no se detecta en ¢l control negativo ni en el

control por centinelas y se detecta en el contrel positivo.

Limite de la deteccién

Para el virus espumoso del simio, ¢l retrovirus del mono ardilia y el virus de la leucemia murina;
deteccién de actividad de TI desde aproximadamente 10° particulas y menos.

Para el retrovirus enddgeno porcino: deteccion de actividad de TI desde aproximadamente 1015
particulas. Para el virus de la leucemia murina de Moloney purificado y el virus de.da
micloblastosis aviar: deteccidn de aproximadamente 10 moléculas,

Interpretacién de la prueba

Resultados

Los resultados se expresan como valores Cp (Cy es el eiclo umbrel), que se calculan en tiempo
real ¥ representan el ciclo de RCP en el que se puede detectar por primera vez un aumento en i

fluorescencia delatora en reldcidn con la sefial inicial.

Prueba positiva

El resultado positivo puede derivar de actividad de polimerasa de ADN anteriormente no
reconocida o actividad telomerasa, que puede utilizar ¢! molde de T, aunque con menor eficiencia
que la TI. En un ensayo vilido, se ¢onsidera que hay un resultado positive para Iz muestra de
prueba cuando se cumplen {as cuairo condiciones siglientes:

1. Hay amplificacidn del molde del VMB en la muestra de priie presencia de ADN
CAFF
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Preparacion de las muestras de prueba

S¢ extrac ADN de una alicuota de células del espécimen de prueba lisadas en solucion
amortiguadora de lisis con 100 um de proteinasa K. El ADN desproteinizado se extrae con
fenol, fenal-cloreformo-isoamil-alcohol y se precipita con etanol en presencia de acelato de
amonio. Bl rendimiento y la pureza del ADN se determinan por espectrometria.

1 Para la amplificacién se utilizan alicuotas de ADN de 2 pm (equivalentes a aproximadamente
2% 107 células). '

Reaccidn RCP y anélisis del producto
A una solucién de reaccion con amplimeros de VIS y polimerasa Tag o AmpiiTag Gold se

agregan i0s sigulentes componentes: ~

- centinelas

- ADN de control negativo

- ADN de control negative con cantidades conocidas de ADN de VIS
- ADN del espécimen de prueba

- ADN del espécimen de prueba adicionado con control positivo

¥ se hace la desnaturalizacion, Las mezclas de reaccién se someten a 30 ciclos de amplificacion
en un termociclador. Una fraccién del producto amplificado se analiza por electroforesis con gel
y se examina por tefiido con bromuro de etidio, antes de 1a inmovilizacién en una membrana de
hibridacién de nailon,

Condigiones de {a reaccidn RCP

Las condiciones de la reaccién al VIS son las siguientes;

Si se utiliza AmpliTaq Gold, s lleva a cabo un paso inicial de activacién de AmpliTaq a 95 °C
durante 10 minutos,

RCP del pol de ViSp, 30 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante | minuto,
apareamiento a 55 °C durante | minuto y extensién a 72 °C durante 1 minuto. Se hace una
extensidn final del ADN durante 10 minutos a 72 °C una vez terminado el ciclado.

RCP del pol de ViSym! 30 ciclos de desnaturalizacidn a 95°C durante i minuito,
apareamiento 2 60 °C durante 1 minuto y extensién a 72 °C durante | minuto, Se hace una

extension final del ADN durante 10 minutos a 72 °C una vez terminado ¢f cighado) “4dF
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3.2.5.2.3. Control de materiales

Hibridacion y autorradicgrafia

El filtro se prehibrida durante un minimo de | hora.

La sonda oligonucleotidica se marce con alta actividad especifica y se agrega a 1a solucién de
hibridacién, La hibridacion se realiza durante aproximadamente 16 horas a la temperatura
adecuada. Después de la hibridacién, las transferencias se enjuagan brevemente a temperatura
arnbiente y se lavan en condiciones de adecuada rigurosidad.

El filtro se prepara para la autorradiografia y se expone a una pelicula de rayos X en un chasis
con una ¢ mas pantallas intensificadoras.

Controles

Controles por centinelas: mezcla de reaccién sin molde de ADN.

Control negativo: extractes de ADN de células sin VIS o mezcla de sustrato v reaccidn,
Control positivo: control negative adicionade con ADN recombinante derivado de una
variedad de concentraciones de VIS (10°, 10° y 10"} que se incluyen para evaluar la
sensibilidad del ensayo. Ademas, alicuotas de ADN del espécimen de prueba se adicionan con
ADN de control positivo para garantizar que el espécimen no sea inhibiteric para la reaccidn
RCP.

V1Smac: €l control positivo de VIS, consiste en la mitad 5* def genoma proviral del V1S
239 maés 256 pb del clon p239SpSp5* que flanquea el ADN celular,

V1S;gm: €l control positivo del VIS,qm consiste en ¢l pYIS,pm 2,8, un fragmento de ADN del
gen pol del VIS, de 2793 pb clonado molecularmente en el vector plasmidico pMOSBiue.
Para el molde derivado de células, se utiliza un control positivo adicienal que consiste en
amplimeros para una secuencia gendmica, para evaluar la calidad del ADN del espécimen de
prueba. Para los especimenes de prueba no celulares, se omite esta RCP de centrol gendmico
interno.

VIS, tres alicuotas de ADN de control negativo se adicionan con diluciones del ADN
plasrafdico del p2398pSp5* del VISna, equivalente a 107 equivalentes de genoma (gE) (9f2),
16 gE (900ag) y 10 gE (90ag). Ademas, una alicuota de ADN del espscimen de prueba se
adiciona con 10% gk, (900ag) de ADN plasmidico del p239SPSps®, Luego se agregan a la
mezcia de reaccion RCP del po! de VIS,

VIS4 tres alicuotas de ADN de control negativo se adicionan con diluciones del ADN
plasmidice del pVISagm del VIS,,n, equivalente a 10° equivalentes de gen gk (6,231g},
10 g (623ag) y 10 gE (62,3ag). Ademds, una alicucta de ADN del espégimen de prueba st 57
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3.2.5.2.3. Control de materiales

adiciona con 10° gE {623ag) de ADN plasmidico de pVIS,.m Luego se agregan a la mezcla de
reaccion RCP del pol de VIS, gm.

Criterios de validez de la prucha

Una prueba se define como valida cuando se detecta una amplificacién adecuada de las
secuencias diana en el ADN de control positivo pertinente y no se observa en todes los controles
negativos, Ademd4s, se debe detectar la amplificacién de la secuencia de control gendmico
interno si corresponde.

Limite de la deteccidn
Aproximadamente 10? gE por cada 2 x 10° células.

Resultados

Prueba positiva

Una muestra de prueba se considera positiva cuando se detecta una amplificacion adecuada de
las secuencias diana en dos muestras de ADN de! espécimen. Un resultado positivo se confirma
con un conjunto de cebadores independientes o con un método alternativo,

Prueha negativa
Una muestra de prueba se considera negativa cuanda no se chserva una amplificacion de las

secuencias diana,
Agentes extrafios: deteccion del virus linfotrépico de células T del simio (STLV) per RCP

Fundamento
El STLV presenta una amplia homelogia de secuencia con el HTLV-1y es un virus muy
relacionado, Por lo tanto, los cebadores especificos para el ITLV-1 detectaran el STLV.

El procedimiento del ensayo RCP utiliza dos amplimeros especificos que flanquearn un
fragmento de ADN, La secuencia interna se amplifica por repeticién de ciclos de
desnaturalizacién del molde de" ADN por calar, apareamianto de los cebadores con sus
secuencias complementarias en cada cadena de ADN y extensidn de los cebadores aparcados
con una polimerasa Taq termoestable,
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3.2.8.2.3. Control de materiales

Las secuencias amplificadas se jdentifican por hibridacion con una sonda oligonuclieotidica,
especifica para el STLV. Con las condiciones usadas, tipicamente el procedimiento detecta
100 genomas virales,

Preparacion de las muestras de prusba
L.as muestras de pruebz, los controles de extraccién por centinelas v el control negativo se

preparan en un gabinete con aire limpio, donde no se han manipulade células infectadas con
el STLV. El gabinete se irradia con luz UV para inducir la formacién de dimeros de timina en
cualquier ADN suelto, lo que reduce el material amplificabie por RCP.

Se extrae ADN de una alicuota de células del espécimen de prueba lisadas en solucion
amortiguadora con un contenido de 100 um/ml de proteinasa K. Bl ADN desproteinizado se
extrae con fenol, fenol-cloroformo-isoamil-alcohol y se precipita con etanol en presencia de
acetate de amonio. Para la amplificacién se utilizan el rendimiento v la pureza del ADN
{equivalentes a aproximadamente 2 x 10° células),

Reaccién RCP v andlisis del producto
Antes de la preparacidn def espécimen de prueba y las muestras de contra] negative, se

preparan por triplicado reacciones de contre! por centinelas, que consisten en la mezcia de
reaccion sin molde de dcido nucleice. Los tubos se dejan abiertos mientras dure la
manipulacion de las muestras, para evaluar la posible contaminacién. )

A una solucion de reaccitn con ios amplimeros de STLV v polimerasa Tag o AmpliTaq Gold
se agregan 10s siguientes componentes:

- centinelas

- ADN de control negativo

- ADN de conirel negative con cantidades conocidas de ADN de VIS
- ADN del espécimen de prueba

- ADN del espécimen de prueba adicionado con controi positivo
Y se hace la desnaturalizacion. Las mezclas de reaccién se someten a 30 ciclos de
amplificacién en un termociclador. Una fraccién del producto amplific

Apodarsds
N1 25378925

Dia. Ber(rp/da Belay-
Co-Diractora Tegica
MN. 1548






Modulo 3. Calidad
3.2.5 PRINCIPIO ACTIVO IPV/NC/ARD9-12

Mezclas monovalentes de la vacuna

antipoliomielitica inactivada,
Bilthoven Biologicals B.V.

Pégina 19 de 34

3.2.8.2.3. Control de materiales

electroforesis con gel y se examina por teilido con bromuro de etidio, antes de Ja
inmovilizacién en una membrana de hibridacién de nailon.

Condiciones de la reaccion RCP

Las condiciones de la reaccién al STLV son las siguientes:

Si se utiliza AmpliTaq Gold, se lleva a cabo un paso inicial de activacién de AmpliTag a 95 °C
durante 10 miautos.

30 ciclos, cada uno de los cuales consiste en la desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, el
apareamiento a 53 °C durante 45 segundos y extension a 68 °C durante | minuto, Se realiza
una extension final del ADN durante 10 minutos a 68 °C después del ciclado,

Los cebadores y 1a sonda se derivan del gen pol y se amplifican e hibridan con una secuencia
especifica del STLY de 186 pb. La sonda oligonucleotidica del STLV se ubica en ¢l interior de
los amplimeros.

Hibridacidn y autorradiografia

El filtro se prehibrida durante un minimo de 1 hora.

Las sondas oligonucieatidicas se marcan con alta actividad especifica y sc agregan a la
sotucion de hibridacion. La hibridacidn se realiza durante aproximadanicnte 16 horas a una
temperatura minima de 50 °C. Después de la hibridacidn, las transferencias se enjuapan
breventente a temperatura ambiernte y se lavan en condiciones de adecuada riguresidad,

El filiro s prepara para la autorradiografia v se expone a una pelicula de rayos X en un chasis
conuna o més pantallas intensificadoras,

Controles

Control por centinelas: mezcla de reaccién sin molde de ADN.

Control negativo: extractos de ADN de células sin STLV o mezcia de sustrato y reaccién,
Caontrol positivo: control negativo con aproximadamente 100 ng, 10 ng, | ng y espéeimen de
prueba adicionado con 10 ng de ADN gendmico del STLV para garantizar que el espécimen
de prueba no sea inhibitorio para la reaccién RCP. :
Segundo control positivo (utilizado si corresponde): amplimeros para una secuencia genémica
P-globina/GIPDH para evaluar la adecuacion del ADN del espécimen de prucba celular para
la amplificacién por RCP.

Criterios de validez de la prueba
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Una prucba se define coma valida cuando se detecta una amplificacién adecuada de las
secuencias diana en el ADN de control positive pertinente y ne se observa en todos Jos
controles negativos. Ademds, se debe detectar la amplificacién de la secuencia de control

gendmico interne si corresponde.

Limite de la deteccidn
Aproximadamente 10% gE por cada 2 x 10° células.

Resultados

Prueba positiva .

Una muestra de prueba se considerz positiva cuando se detecta una amplificacion adecuada de
las secuencias diana en dos muestras de ADN del espécimen. Un resultado positivo se
confirma con un conjunto de cebadores independientes o con un método alternativo,

Prueba negativa
Una muestra de prueba se considera negativa cuando no se observa una amplificacién de las

secuencias diana,
Tumorigenicidad in vivo
La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la Farmacopea Europea.

Para la preparacion de vacunas vivas, la {inea celular no debe ser tumorigénica en ningiin nive
de duplicacion de la poblacion utifizado para la fabricacion de vacunas. Aungue la vacuna
antipofiomielitica es inactivada, la prueba de tumorigenicidad del banco maestro de células
Vero se realiza en cl pasaje 156 en ratas recién nacidas que han recibide tratamiento con
globulina antitimocitica (ARTG). El banco celular macstro tiene un nivel de pasaje 141 y !
batice celuiar de trabajo tiene un nivel de pasaje 143, La produccion tiene un méximo de 3
pasajes. El pasaje 156 se puede considerar un nivel alto de pasaje,

El pasaje 142 del banco maestre de células Vero se subcultiva hasta el pasaje 156, Para la
prueba se utiliza una suspension celular con pasaje 156 (concentracién de 107 células/ml).

Como control positive, se utilizan células HeLa (concentracion de 107 g€futas/ml). paiE
Compafia Argeniing 2¢

LGACIONEs FarmALaUiInas
vesty & Relsy

ra. Maria Bersard
Apoderanty
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El sistema de animales empleado consiste en nidos de ratas con LPE recién nacidas (cada grupo
incluye 10 animales, con menos de 48 heras de vida, nacidos de madres de nuestra propia cria).

1.3.3 Preparacién del banco celular maestro

Reconstitucién de la semilla celular

Descongele una ampotla de la semilla celular (nivel de pasaje 136) a 37 °C. Diluya el contenido
de la ampolla en proporcidn 1:20 con medio de cultivo celular precalentado. Centrifugue las
células para eliminar de ia semila celular congelada el medio que contiene DMSO y
resuspéndalas en 100 m! de medio de cultivo celular,

Cuitive en frascos de cultive de tejidos

Inocule un frasco de cultivo de tejidos de 150 cm? con la suspension celular reconstituida e
inciibelo durante aproximadamente 4 dfas a 37 °C hasta que la confluencia se observe con el
microscopio, Ronipa la monocapa con una selucion de tripsina y fuego centrifugue ja
suspension. Resuspenda las células en medio de cultive celular a una concentracion de
aproximadamente 100,000 células/ml, inocule la suspensién en frascos de cultivo de tejidos de
150 cm® e incibelos a 37 °C hasta que la confluencia se observe con el microscopio. Repita Ia
tripsinizacion, centrifugacidn, resuspension e incubacién, lo que da como resultado una
suspension celular con un nivel de pasaje 138,

Cultivo en un biorreactor

Inocule un biorreactor de 13 litros con la suspension celular del paso anterior en
aproximadamente § litros de medio de cultivo celular que contenga microportadores a 37 °C
durante alrededor de 5 dias hasta que las células se encuentren en el final de la fase logaritmica
de crecimiento. Tripsinice el cultivo ¢ inocule un biorreactor de 50 litros que contenga 50 litros
de medio de cultive celular con microportadores. Vuelva a cultivar aproximadamente 5 dias
hasta que las células se encuentren en la fase logaritmica de crecimiento tardia y luego
tripsinice el cultivo, lo que da como resultado un nivel de pasaje 14}

AL
Compafis Argenona de
stigaciones Farmacéubicas 5.4,
. Mariz Bernards Befay
Apoadarada 1
DNE 29378925
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3.2.8.2.3. Control de materiales

1.3.4

135

Procedimiento de almacenamiento

Recolecte las células por centrifugacion y resuspéndalas a una concentracién final de 20 x 10°
células por mililitro en medio de congelagién con 5 % de DMSO. Transfiera la suspensién a -
viales de 15 ml. Congele y almacene a -135 °C,

Medio de cultivo celular y equipos

La preparacién y las especificaciones del medio de cultivo celular, los microportadores vy Jas

soluciones de tripsina se describen en la seccién 3.
Biorreactor de 15 v de 50 litros

Los biorreactores utilizados son recipientes de vidrio o de acero inoxidable que se esteritizan
pot vapor en el lugar. Las células se cultivan con los siguientes puntos de consigna: OD: 25 %,
temperatura: 37 °C; pH: 7,20; flujo total de gas: 7,20; agitador: 40-100 rpm.

Después de su uso, los biarreactores se desinfectan con esterilizacién por vapor, s¢ limpian
con Rogypon (o un agente limpiador equivalents) y luego se enjuagan con agua.

Preparacidn del cuitivo de pasaje de BCM o BCT del finzl de ia produccién

Descongele una ampolia del BCM o del BCT en un bafio de agua a 36 °C y luego transfiera el
contenido a un frasco con medio de cultivo celular a upa concentracién de 50-100 x 197
células por mililitro. Incube los cultivos a 36 °C hasta que la confluencia se obsstve con el
microscopio, Disocie la monocapa con una solucion de tripsina v luego centrifuguc la
suspension, Cuente las células, resuspéndalas en medio de cultivo celular a una concentracion
de 50-100 x 10 células por mililitro y repita el cultivo, la tripsinizacion y la centrifugacion
hasta obtener un cultivo con nivel de pasaje 1536, (EJ banco celular maestro tiene un nivel de
pasaje 141 y el banco celular de trabajo tiene un nivel de pasaje 143. La produccidn iiene un
méximo de 3 pasajes. El pasaje 156 se puede considerar un nivel alte de pasaje).

Llene los formularios de trabajo y caleule la cantidad de duplicaciones por pasaje v la cantidad
total de duplicaciones celulares. /

CAIE
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3.2.8.2.3. Control de materiales

Los datos de analisis de dos bancos celulares con nivel de pasaje 141 se incluyen en el
apéndice [PVV.3.2,.8.2.3: Datos de anglisis de lotes de los bancoes maestros de células Vero.

E1 BCTF-1 se ha utilizado dnicamente para la preparacidn de lotes de virus semifla de trabajo,

El BCTF-2 sc ha utilizado para la produccion de la vacuna antipoliomielitica y se 1o ha
designade el bance celular maestro para la fabricacién de futuros bancos celulares de trabajo.

1.3.6 Datos de andlisis de lotes del BCM
1.4 Banco ceiular de trabajo (BCT)
1.4.1

Especificaciones del banco celuiar de trabajo

Tabla 2: Especificaciongs del banco celular de trabajo

Especificacién

Método

Requisito

Esterilidad

Micoplasmas

Agentes extrafios

-ECP

-HAD

~ Células de rifion de cangjo
= Células de Cercopithecis
- Células MRC5

Morfologla

{dentidad

Identidad

Esterilidad
Micoplasmas

Prueba de deteccién de agentes
gxirafos

Morfologla por microscopia
elecironica (ME) de transmisién

Identidad/pureza por anaiisis de
huella genélica de ADN

Andlisis de isoenzimas

Ningln crecimiento

Ningdn crecimiento de
micoplasmas

Ningin efecto citopatogénico
No se detecta hemadsorcion
No se detecta el virus del
herpes B

No se detecta SV-40

No se detectan virus externos

Células Vero
Céluias Vero
Céiulas Vero

"H)ar

in ’ESE 2acIgnes
Mtz ﬂemﬂr

A \Or‘n

ON] 2527
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3.2.5.2.3, Control de materiales

1.4.2

Se deben realizar las siguientes pruebas en un nivel de pusaje como minimo superior en wne

con respecto of utilizade en la produccicn

Cocultive Cocultivo
Prueba en ratones lactantes Prueba en ratones lactantes
Prueba en ratones adultos Prueba en ratones adultos

Prueba de deteccién de LCM Prueba de deteccion de

en ratones adultos LCM en ratones adultos
Prueba en huevos LPE Prueba en huevos LPE
Prueba en células de Prueba en células de
Cercopithecus Cercopithecus

Prueba en cultivos de células  Prueba en cultivos de
de rifion de células de rifidn de
conejo conejo

No se detectan virus externos

No se detectan virus extemos
No se detectan virus extemos
No se detecta LCM

No se detectan virus externos
No se detectan virus externos

No se detecian virus externos

Anles de su uso, la viabilidad del BCT se monitorea mediante el recuenio de la cantidad de

céluias vivas despuds del descongelamiento en relacidn con ia cantidad de células presentes

antes del aimacenamiento, Esta viabilidad debe ser del 30 % como minimo.

Pruebas de control del banco celular de trabajo
Esterilidad
Consulte el Médulo 3.2.5.4.2; Procedimientos analfticos,

Micoplasmaz

Congulte e} Mdduie 3.2.5.2.4: Control de pasos eriticos y productos intermedios.

Agentes extrafios

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la Farmacopea Buropea,

Lo
{nvestigarie SoA.
Pra. Maria Bernards Belay
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Morfologia
Consulte la seccidn 1,3.2 (Pruebas de control del banco celular
maestro): Identidad.

Identidad/pureza por andlisis de huelia genética de ADN

Consulte la seccion 1,3.2 {Pruebas de control del banco celular maestro): Identidad/pureza
nor andlisis de huelia genética de ADN.

Andlisis de isoenzimas
Consulte el Médulo 3.2,8.2.4: Control de pasos criticos v productos intermedios.
Cocuitivo

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la Farmacopea Europea: Sustratos celulares para la
produccidn de vacunas de uso humana,

Prieba en ratones lactantes

La prueba se ileva & cabe de acuerdo con fa Farmacopea Europea: Sustratos cclulares para fa
produccién de vacunas de uso humano.

Prueba en ratones adultos

La prueba se lleva a eabo de acuerdo con la Farmacopea Europea; Sustratos ceiulares para la

produccién de vacunas de uso humano.

Prueba en células de Cercopithecus

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con fas instrucciones de la Farmacopea Europea vigente:

Pruebas de deteccién de agentes extrafios en vacunas virales de uso humano.
CAFF
Compafia Argentina dg
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1.4.3 Preparacién del banco celular de trabajo (BCT)

Reconstitucién del BCM

Descongele una ampolla del banco celular maestro {nivel de pasaje 141) 2 37 °C. Diluya el
contenido de la ampolla en proporcién 1:20 con medio de cultivo celular precalentado.
Centrifugue las células para eliminar de Ja semilla celular congelada ¢ medio que contiene
DMSQ y resuspéndalas en 100 ml de medio de cultivo celular.

Cultivo en frascos de cultivo de tejidos

Inocule un frasce de cultivo de tejidos de 150 em? con la suspensién celular reconstituida e
inciibelo durante aproximadamente 4 dias a 37 °C hasta que la confluencia se observe con el
microscopio. Rompa la monocapa con una selucién de tripsina y Juego centrifugue la
suspensidn. Resuspenda las células en medio de eultivo celular a una concentracién de
aproximadamente 100.000 células por mililitro, inocule Iz suspensién en frascos de cultivo de
tejidos de 150 em?e inciibelos a 37 °C hasta que Ja confluencia se observe con el micrascaopio.
Repita la tripsinizacién, centrifugaci6n, resuspension & incubacidn, lo que da como resultado
una suspension celtular con un nivel de pasaje 143.

Cuitive en un biorreactor

Inocule un bjorreactor de 15 litros con fa suspension celular del paso anterior en
aproximadamente 3 litros de medio de cultivo celular que contenga microporiadores a 37 °C
durante airededor de 5 dias hasta que las células se encuentren en el final de la fase logaritmica
de crecimiento. Tripsinice el cultivo ¢ inocule un biorreactor de 30 litros que contenga 50 litros
de medio de cultivo celular con microportadores. Vuelva a cultivar aproximadamente 5 diag
hasta que las células se encuentren en la fase logaritmica de crecimiento tardia y luego tripsinice
el cultivo.

El banco celular de trabajo tiene un nivel de pasaje 143,

Procedimiento de almacenamiento

Recolecte las células por centrifugacion y resuspéndalas a una concentracion final de 20 x 10°
células por mililitre en medio de congelacion con § % de DMSO. Transfiera la suspensian a
viales de 10 ml, Congele y almacene a -135 °C.

CALF
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14.4

1.4.5

Medio de cultivo celular y equipos

La preparacién y las especificaciones del medio de cultive celular, los micropertadores v las
soluciones de tripsina se describen en la seceion 3.

Biorreactor de 15 y de 50 litros

Los biorreactores utilizados son recipienies de vidiio o de acero inoxidable que se esterilizan
por vapor en el lugar. Las células se cultivan con los siguientes puntos de consigna: OD: 25 %,
temperatura: 37 °C; pH: 7,20; flujo total de gas: 7,20; agitador; 40-100 rpm.

Después de su uso, los biorreactores se desinfectan con esterilizacién por vapor, se Himpian
con Rogypon (o un agente limpiador equivalente) y luego se enjuagan con agua.

Datos de andlisis de lotes del BCT del fabricante

Los datos de andlisis del BCT del fabricante con nivel de pasaje 143 se incluyen en el apéndice
IPVV.3.2.8.2.3: Datos de andlisis del BCTF-7.01. Bl BCTF-7 se ha utilizado para la
produccién de la vacuna antipoliomielitica. Los lotes se han sometido a pruebas de acuerdo
con los requisitos actuales. Los certificados de analisis de compuestos procedentes de
rumiantes utilizados para la fabricacién de los bancos celulares de trabajo se incluven en ¢f
siguiente apéndice [PVV.3.2.5.2.3;

Suero fetal de {ernera

Suero de donante boving
Tripsina

LATF
kmpadis Argeniima de

Investigaciones Farmacéuticss 5.4,
Dra. Mpriz Berngrds Belzy
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2 Virus de siembra de Ia poliomielitis

2.1 Nimero de identificacién de la cepa de produccion

Virus poliomielitico tipo 1

Cepa Mahoney

Origen y fuenie Dr. J. Salk (compafiia Pitman & Moore)

Lote semilia maestro PM14

Fecha de preparacion 6-2-1958

Primer pasaje (en CRM) 58/3/B1

Segundo pasaje (en CRM) 77/3/B2 (fecha: 01-12-1977)

Tercer pasaje {en CRM) 79/2/B3 (fecha: 13-07-1979)

Cuarto pasaje (en células Vera) 79/2B34+1 o UPC 91-06 (fecha: 08-1991)
Quinto pasaje (en células Vero) 03/1/B35 (fecha: 02-2003)

Los tres primeros pasajes s reallzaron en cultivos de células de rifidn de mono (CRM), Losg
moros y las CRM se han sometido a prucbas de acuerde con los métodos y requisilos
descriptos en ¢l apéndice IPVV.3.2.5.2.3: Pruebas eh monos y en CRM, Bl cuarto ¥ ¢! quinto
pasajes se han realizado en células Vero. Bl quinto pasaje esté diseiado como un lote semilla de
trabajo, El material viral se almacena a -70 °C.

Yirus poliomielitico tipo 2

Cepa MEF]
Origen y foerte Statens Serum Institute, Copenhague
Lote semilla maestro P45t
Fecha de preparacion 16-03-1956
Primer pasaje (en CRM) 58/3/B1
S o 0 ST a2 151000
; echa: 06-06- )
Tercer pasaje (en CRM) 68/2/B3+1 o UPC-91-07 (fecha: 08-1991)
Cuarto pasaje (en células Vero) 0172/B5 (date: 09-2001)

Quinto pasaje (en células Vero) AT
DL .
Cofipahia Argerting de

investigatinnes Farmacduticas S.A.
( Bra. M

Ora. Barnar g.Belay
Co-Directy L E
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2.3

Los tres primeros pasajes se reatizaron en cultivos de células de rifién de mono (CRM). Los
monos y las CRM se han sometido a pruebas de acuerdo con los métodos y requisitos deseriptos
en el apéndice IPVV.3.2.8.2.3: Prucbas en monos y en CRM. E! cuarto y el quinto pasajes se han

realizado en células Vero, El quinto pasaje estd disefiado como un fote semiila de trabajo. B}
materizl viral se glmacena a «70 °C,

Yirus poliomielitico tipo 3

Cepa Saukett

Origen y fuente Statens Serum Institute, Copenhague

Lote semilla maestro 7TV26!

Fecha de preparacién 30-11-1964

Primer pasaje (en CRM) 64/7/B1

Segundo pasaje (en CRM) 71/2/B2 (fecha: 27-01-1971)

Tercer pasaje (en CRM) - 83/11/B3 (fecha: 1983-12-21)

Cuarto pasaje {en células Vero) 83/11/B3+1 0 UPC G1-08 {fecha: 09-1991)
Quinto pasaje (en células Vero) 01/3/85 (fecha: 2001-09)

Los tres primeros pasajes se realizaron en cultivos de céiulas de rifién de mono (CRM). Los monos
y las CRM se han sometido a prusbas de acuerdo con los métodos y requisitos descriptos en el
apéndice IPVV.3.2.5.2.3: Pruebas en_monos y en CRM. El cuarto y sl quinto pasajes se han
realizado en células Vero. El quinto pasaje estd disefado como un lote semilla de trabajo. El
material viral se almacena a -70 °C.

Genética del desarrolio
No corresponde,

Lotes semilla de trabajo

flar al de las cosechas
ero dey BCT del fabricante.

El medo de fabricacion de los lotes semilla de trabajo (LST) es si

monovalentes de la VP, El virus de siembra se multiplica en células
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La historia y el nivel de pasaje de los LST se han descrito en ia seccidn 2.1 anterior y s5¢
ejempiifican en el apéndice TPVV.3.2,.8.2.3: Comparacion de LST cen niveles de pasaie
4535

Las células se cultivan y el virus se multiplica como se describe en el Médulo 3.2.5.2.2:
Descripeion del proceso de fabricacién y de los controles del proceso, El virus s cosecha
aproximadamente 48 horas después de Ja inoculacion, con un filtro de 75 urm, ¥ se almacena a
2-8 °C durante un mdximo de 14 dias para permitir que los restos celulares se asienten. Una ver
terininadas la prueba de esterilizacidn y la titulacion del virus, la suspension del virus de
siembra se coloca en frascos de 1000 ml o 100 ml correctamente etiquetados y se almacena a
=70 °C.

Los datos de andlisis de los lotes semilla de trabajo de los tres tipos se incluyen en el apéndice
IPVV.3.2.58.2.3: Datos de andlisis de log I.ST. Los lotes se han sometido a pruebas de acuerdo
con los requisitos vigentes en el momento de realizacion de dichas pruebas y se vuelven a

analizar ahora de acuerdo con los requisitos actuales enumerados en la préxima seccién, Los
certificados de analisis de compuestos procedentes de rumiantes utilizados para la fabricacion
de {os bancos celulares de trabajo también se incluyen en este médulo.

2.3.1 Especificaciones de los lotes semilla de trabajo

Tahia 3 Especificaciones de los lotes semilla de trabajo
Prueba Método Requisito

Culiivos celuiares

De acuerdo con la Ph. Eur. No se observan indicios de BCP o

Pruzba de deteccion
de agentes extrafios agentes de hemadsorcidn en
ninguno de los cultivos celulares

Identidad Células de control de identidad Céluias Vero

Lote de virus semilla de trabajo

Identificacién del Prueba de identificacién del

X . Cenfirmacidn de poliovirus lipo
virus virus

1,203
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Prueba

Método

Requisito

Esterilidad

Micoplasmas

Micobacterias

Agentes extrafios

Concentracion viral Concentracién viral

Esterilidad

Prueba de micoplasmas

Prueba de micobacierias

Prueba en cultivos de células Vero

y MRC3

Pruebsa en ratones adultos

Prueba en ratones lactantes

Prueba en conejillos de indias

La concentracidn viral s emplea para
determinar la cantidad que se debe
utifizar para la inoculacién de
cultivos celulares de produccidn

No hay indicios de crecimiento
microbiano

Ningin crecimiento de micoplasmas

Ningin crecimiento de micobacterias

Ne hay indicios de ninglin agente
exirafio

No hay indicios de infeccidn
atribuible ai lote semilla. Como
minima, deben sobrevivir el 80 % de
los ratones

No hay indicios de infeccién
atribuible al lote semftila. Como
minimo, deben sobrevivir &f 80 % de
{os ratones

No hay indicios de infeccién
atribuibie a! lote semilla, Como
minimo, deben sobrevivir el 80 % dc

los conejillos de indias

CALE
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2.3.2 Pruebas de cantrol del cultivo celular

Prueba de deteccidn de agentes extrafios en ef cultivo celular
Consulte el Mddulo 3,2.8.2.4: Conirol de pasos criticos v productos intermedios

{células de controtl).

Identidad

Consulte el Médulo 3.2.5.2.4: Control de pasos criticos y productos intermedios,

2.3.3 Pruebas de control en el lote semilla de trabajo

Identificacién del virus

Consulte el Mddule 3.2.8.2.4: Control de pascs criticos y procuctos intermedios
{cosecha Ginica, concentrada y purificada).

Concentracién viral

Consulte el Médulo 3.2.5.2.4: Contro! de pasos criticos y productos intermedios
(cosecha dnica, concentrada y purificada),

Esterilidad

Consulte el Médulo 3.2.5.4.2: Procedimientos analiticos. Se analizan 10 ml del lote semilla en
cada uno de los medios (tioglicolato y caldo triptona de soja).

Prueba de micoplasmas

Consulte el Module 3.2.8.2.4: Control de pasos criticos y productos intermedios.
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Micobacterias

La prueba cumple con la Farmacopea Europea, Se analizan 7.5 ml del lote semiila con
medios de Loewenstein, 7H10 y Tween-albOmina.

Agentes extrafios
Las pruebas para deteccidn de agentes extrafios (prueba en cultivos de células Vero y MRCS,

prueba en ratones adultos, prueba en ratones lactantes y prueba en conejillos de indias) se

ilevan & cabo de acuerdo con la Farmacopea Burepea,

e
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Medios de cuitivo y aditivos

En esta seccion, se describen la preparacion, ja composicion y las especificaciones del medio
de cultivo celular y de! medio de cultivo del virus.

Medio de cultivo celular

El medio de cultivo celular se utiliza en los pases 1 a 6 del proceso, Consulte el Maduio

3.2.8.2.2: Descripcién del proceso de fabricacion vy de los controles del Proceso.

11 Preparacidn del medio de cultive celular

El medio de cultive celular se puede preparar en diferentes recipientes de acuerdo con el
tamafio del lote (el tamafio del lote, 2 su vez, depende del paso de produceién que se debe
llevar a cabo),

El media esencial minimo de Eagle (EMEM) se prepara por difucién de una solucién madre
EMEM concentrada de 10x (madre E) y una solucién madre concentrada (madre T). La
solucién madre T contiene amartiguador de fosfato, aatibiéticos, MEM con aminoacidos no
esenciales, suero bovino, L-glutamina y NaHCOs en agua para inyectables, La composicion
completa del medic de cuitivo celular se muestra en la tabla a continuacién. Los ingredientes
estdn agrupados de acuerde con la composicién de su respectiva solugion madre. gue se indica
con titulos deniro de la tabla, También se indican las especificaciones de los ingredientes.

Tabia 4: Composicion del medio de cultivo celular por livo
Ingrediente Cantidad

Especificacidn

Ingredientes de la solucion madre EMEM (madre F)

Acido clorhidrico (25 %) 0,11 ml Ph. Bur,
L-cisteina 0,024 g Ph. Eur.
L-tirosina 0,036 ¢ Ph. Eys-
Cloruro de sodio 8g :‘Y Eur.
Clorurs de potasio 0,40 ¢ i h. Eur,







