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Figura 3: Preparacién de los lotes de siembra de trabajo

Pasos
MSL Lote de siembra maestro Controles de calidad
04.11.82 (pureza, identidad)

Suspendido en caldo de tripcasa-soja

|

Cultivo en agar
coh 5 % de sangre ovine desfibrinada

Incubacién +37°Cx1°C

2422k
Cosecha y Suspensian en leche desnatada
Llenado
Liofilizacion
Lote de siembra intermedio | ~ Controles de calidad
ISL1 220653 (18 ampollas) (pureza, identidad)

[

Suspendidn en caldo de tripeasa-soja

Cultivo en agar
ot 5 % de sangre ovina desfibrinada

Incubacion +37°C+1°C
244

Cosecha y suspetision en leche desnatada
Llenada
Liofilizacidn

isL2 Lote de sierﬁﬁra intermedio 2 Cuntrnles_de cglidad
FA210919 (95 ampoltas) (pureza, identidad)

|

Suspendido en caido de tripcasa-soja

Cultivo en agar
con 5 % de sangre ovina desfibrinada

incubacion +37°C4 [ °C
24+2h

Cosecha y suspension en teche deshatada

Lletada
Liofilizacién
WSL Lotes de siembra de trabajo Controles de calidad
(93 ampollas para FA214903) — =" (pureza, identidad)

La preparacién del WSL consta de tres pasos:
1) Preparacién del lote de siembra intermedio 1 (ISL1) a partir del lote de siembra maestto,
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2) | Preparacidn del lote de siembra intermedio 2 (ISL1) a partir del lote de siembra mf?ﬁh
3) Preparacién del lote de siembra de trabajo a partir del lote de siembra intermedio 2. |
Tanto el proceso como los materiales de inicio empleados en la produccién de los lotes ISL1,
1SL2 y WSL son los mistnos en cada paso.

1) Preparacion del lote de siembra intermedio 1 (ISL1)

¢ Indculo: una ampolla liofilizada de MSL.

o Preparacion: la ampolla liofilizada de MSL se resuspende en caldo de tripcasa de soja, se
incocula en agar con 5 % de sangre ovina desfibrinada y se incuba a +37 °C = [ °C durante
24 + 2h. Luego se resuspende el cultivo en leche descremada estéril.

o Llenado: se llenan las ampollas con esta suspensidn, bajo flujo de aire laminar vertical,

¢ Liofilizacién: la suspension se liofiliza y las ampollas se sellan al vacio.

2) Preparacion del lote de siembra intermedio 2 (ISL2)
o Indculo: una ampolla liofilizada de ISL1.

o Preparacién: la ampolla liofilizada de ISL1 se resuspende en caldo de tripcasa de soja, se
inocula en agar con 5 % de sangte ovina desfibrinada y se incuba a +37 °C £ 1 °C durante
24 & 2h, Luego se resuspende el cultivo en leche descremada esteril,

e Lienado: se llenan las ampollas con esta suspensién, bajo flujo de aire laminar vertical,

o Liofilizacién: la suspension se liofiliza y las ampollas se sellan al vacio.

3) Preparacicon de los lotes de siembra de trabajo (WSL)
¢ Indculo: una ampolla liofilizada de ISL2.

e Preparacién: la ampolla liofilizada de ISL2 se resuspende en caldo de tripcasa de soja, se
inocula en agar con 5 % de sangte ovina desfibrinada y se incuba a +37 °C £ 1 °C durante
24 £ 2h. Luego se resuspende el cultivo en leche descremada estéril.

» Llenado: se llenan las ampollas con esta suspension, bajo flujo de aire laminar vertical.

e Liofilizacién: el WSL se distribuye en ampollas de vidrio tipo I de 0,5 mL. La suspension se
liofiliza y las ampollas se sellan al vacio. '

Las ampollas liofilizadas de ISL y de WSL se consetvan a +5 °C £ 3 °C,
El nimero de ampollas de ISL1, ISL2 y WSL producidas se presenta en la figura 3.
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T, ot

de siembra

2.1 Leche descremada

o Leche descremada en polvo
e  Agua purificada

La solucidn se trata con vapor a alta temperatura,

2.2 Caldo de tripcasa de soja

Este es un caldo listo para usarse que contiene:
o Peptona de caseina

s Fosfato disddico

¢ Glucosa

s  Cloturo de sodio

¢ Peptona de soja

¢ Agua purificada
2.3 Agar con sangre ovina

2.3 Composicion del agar:

o Agar base con sangre y triptosa
¢  Agua purificada

El agar se esteriliza con vapor a alta temperatura.
2.3.2  Agar con sangre ovina

Bl agar con sangre y triptosa se mezcla con agua purificada y esta preparacion se esteriliza con
vapor a alta temperatura. Luego, se le agrega 5 % de sangre ovina desfibrinada al agar
previamente enfriado a +45 °C a +50 °C. El agar con sangte preparado de esta manera se vacia en
tubos previamente esterilizados con vapor a alta temperatura,
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3 Pruebas de control de calidad para los lotes de siembra

3.1 Especificaciones ' | |

Los controles de calidad realizados en el MSL, en el ISL1 y en el WSL son: identidad y pureza, El i
objetivo de estas pruebas es:

e Verificar que la cepa tenga las caracterfsticas de C. diphtheriae.

¢ Verificar que la cepa sea pura, es decir libre de contaminantes microbianos, después de
sembrarla en los medios apropiados. ‘

Las pruebas realizadas a los lotes de siembra de C. diphtheriae, as{ como sus criterios de
aceptacion, se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Pruebas y especificaciones de los lotes de siembra de C. diphtheriae (MSL, ISL y
WSL) :

Controles Requeridos por Métodos Criterios de aeeptacién
Prueba de pureza Ph. Eur, 0153, Caracteristicas de crecimiento én Cumple (ausencia de
| edicion actual diversos medlos | contaminantes)
Pruchas de identidad: Ph. Eur, 0153,
- Examen morfologico edicion actual Tincién de Gram Bacilos gram positivos
= Caracteristicas de Caractet{sticas de crecimietito en Colonias de uno a ttes tm de
crecimiento diversos medios digmetro, rugodhs & irregulares.

Caracteristicns bioquimicas:
= Catalasn Prueba de catalasa : Positive

- Identificacion bioquimica Identificacién AP Caracteristicas def petfil metabdlico
bioquimico de la especle

C, diphtherine.

3.2 Procedimientos analiticos
3.2.1  Prucba de pureza

3.2.1.1 Principio

La finalidad de esta prueba es controlar la ausencia de contaminantes microbianos en los lotes de
siembra de C. diphtheriae mediante el cultivo en diversos medios de cultivo sdlidos.

LN
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3.2.1.2 Meétodo _ (“%&q et

Se reconstituye una ampolla liofilizada en caldo de tripcasa de soja. Después de incubatla a
entre+35 °C y +38 °C durante 48 a 72 horas, esta suspension se inocula en:

» agar de tripcasa de soja,

o agar de tripcasa de soja con 5 % de sangre ovina,
¢ medio de Loeffler,

¢ agar Columbia con 5 % de sangre ovina.

Los medios se incuban a entre +35 °C y +38 °C durante por lo menos 5 dias y se obsetvan las
placas todos los dias. '

3.21.3  Criterios de aceptacion

Se obscrva una cepa pura (es decir, no se observatt contatninantes microbianos) después de
sembrarla en los medios apropiados y se obsetva crecimiento en todos los medios sembtados,

3.2.2  Pruebas de identidad
3.2.2.1 Examen morfolégico

3.22.1.1 Principio
La finalidad de esta prueba es determiner la motfologfa bacteriana mediante una tincion de Gram,
3.2.2.1.2 Miétodo

Se teconstituye una ampolla liofilizada en caldo de tripcasa de soja. Se inocula una gota de esta
suspension en agar Columbia con 5 % de sangte ovina y se incuba a entte +35 °C y +38 °C
durante 24 horas. Se usa una colonia para hacet un frotis en un portaobjetos. Después de teflitlo,
se observa el portacbjetos con un microscopio.

3.2.2.1.3  Criterios de aceptacién

Se obsetvan bacilos gram positivos (bacilos con extremos delgados, irregulares, por lo general
puntiagudos o con forma de mazo, o ligeramente curvados, que permanecen en arreglos paralelos
o en forma de letras del alfabeto). :

3.2.2,2 Caracteristicas de crecimiento

3.2.2.2.1 Principio

La finalidad de esta prueba es controlar las caracteristicas de crecimiento mediante el cultivo en
un medio de cultivo especifica,
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3.2.2.2.2 Método

Se reconstituye una ampotla liofilizada del lote de siembra en caldo de tripcasa de soja. Se inocula |
unha gota de esta suspensidn en agar Columbia con 5 % de sangre ovina y se incuba a entre +35 °C
y +38 °C durante 48 a 72 horas.

3.2.2.2.3 Criterios de aceptacién

Se observan colonias de uno a tres milimetros de didmetro, rugosas e irregulares, después de 24 a
48 horas de incubacidn.

3.2.2.3  Caracteristicas bioquimicas

3.2.2.3.1 Principio

La finalidad de esta prueba es identificar el lote de 51embra de C. diphtheriae mediante la prueba
de catalasa y la identificacién segin el sistema API®,

32232 Mdétodo

» Catalasa: esta prueba se lleva a cabo utilizando las colonias que crecen en el agat Columbia
que se usa para determinar las caracteristicas de crecimiento. Se coloca una gota de reactivo
de catalasa de color et el cultivo en la region de las colonias bien sepatadas.

o Identificacion bioquimica: se inocula una bandeja de API® Coryne utilizando una suspension
del lote de siembra producido 4 partir de un cultivo de 24 horas en agar Columbia con sangte.
La bandeja API® Coryne consta de 20 microtubos que contienen los sustratos deshidratados.
Las reacciones producidas se detectan mediante los cambios de color espontdneos o revelados
mediante la adicién de reactivos.

3.2.2.3.3 Criterios de aceptacion

o La catalasa es positiva.

¢ El perfil metabdlico bioquimico es caracteristico de la especie C. diphtheriae.
3.3 Datos de control de calidad de los lotes de siembra

Los resultados de liberacion obtenidos para el MSL, el ISL1, el 1SL2 y el WSL se presentan en la
tabla 2. Todos los resultados cumplen con las especificaciones.
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Tabla 2: Datos de control de calidad para Corynebacterium diphtheriae

Controles Criterios de aceptacion Resultados

MSL ISL] 1512 WSL WSL
04.11.82 22.06.93 FA210919 FA214903 FA241705 i

Prueba de pureza | Ausencia de contaminacion | Cumple Cutnple Cumple | Cumple Cumple i
Pruebas de |
identidad %
- Examen | Bacilos gram positivos Bacilos | Bacilos Bacilos gram | Bacilos gtam | Bacilos gtam
morfoldgieo gram gram positivos positivos positivos
positivos positivos
\
= Caracteristicas | Colonias deunoatresmm | Cumple Cumple Cumple Cumpie Cumple 1
de creeimiento de didmetto, rugosas e |
irregulares, l

~ Caracteristicas

bloquimicas

Catalasa Positivo Cumpie Cumple Cumple Cumple Cumple

Jdentificacién Caracteristicas del perfil Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple |

bioquimicn metabélico bioquimico de }

la especie C. diphtheriae ;

|
i
i
i
[
|
|
i
i
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