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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Sistema de lotes de siembra,

caracterizacion y pruebas

Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Panorama del sistema de lotes de siembra

La produccion del principio activo (toxoide perttsico purificado y FHA) se basa en un sistema de
lotes de siembra seglin la descripcién que se muestra a continuacion y en la Figura 1

e Lote de presiembra maestra (Pre-MSL)

o Lote de siembra maestra (MSL)

¢ Lote de siembra de trabajo (WSL)

Figura 1: Sistema de lote de siembra de Bordetella pertussis

Cepa bacteriana
original

Lote de siembra pre-
maestro {Pre-MSL)

l.ote de siembra
maestro
(MSL)

Lote de siembra de
trabajo
(WSL)
( \ i)
RA_0301921 Informacién confidencial/propictaria ‘ j/( ;
Pagina 5 de 17 08 TR ONE GHR‘S“ AN gw\ur B

3&35 gé‘éﬁ@?ﬁ xﬁNnm Ur.\qrrnn‘%r







sanofi pasteur Seccién 3.2.8.2.3
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FEEA-PTxd) Sistema de lotes de siembrs, ‘
caracterizacion y pruebas |

La preparacion del pre-MSL de B. pertussis se resume en la Figura 2.

Figura 2: Preparacion del pre-MSL de Bordetella pertussis

Cepa bacteriana original
P134

Liofilizacion ‘

Bacterias liofilizadas
19.09.69

Liofilizacion }

Bacterias liofilizadas
21.09.82

Liofilizacion ‘

Pre-MSL
10.02.83
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sanofi pasteur Seccién 3.2.5.2.3
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Sistema de lotes de siembra,

caracterizacion y pruebas

1.1  Preparacion del lote de presiembra maestra
Se preseleccionaron varias cepas de fase | deBordetella pertussis para elegir la mejor cepa de
produccién de FHA y PT

Esta cepa la proporciond el Dr. Preston, Universidad de Manchester, como una ampolla
liofilizada, el 7 de marzo de 1969 vy se registré en el tipo de recoleccion de sanofi pasteur
(anteriormente Institut Mérieux) como cepa de Bordetella n° 1591,

A partir de la ampolla original, se realizé una primera liofitizacién (en leche descremada) el 19 de
septiembre de 1969; se constituyé un lote de siembra y se controld la pureza. Se determind que el
serotipo era 1, 3.

Se realizaron dos liofilizaciones mas para obtener el lote de presiembra maestra final (lote
10.02.83).

La cepa de Bordetella pertussis se mantiene liofilizada en ampollas de vidrio selladas al vacio.
Estas ampollas se almacenana + 5°C £ 3 °C,

1.2 Preparacion del lote de siembra maestra (MSL)

Se utiliz6 una ampolla del lote de siembra premaestra nimero 10.02.83 para generar MSL.

s Primer cultivo:

Para amplificar las células bacterianas, la cepa se suspende en tampdn de casamino acido y se
cultiva, en medio de Bordet Gengou con sangre ovina desfibrinada (vea la composicién en
3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosecha), durante 46 a 50 horas a +37°C+ 1 °C.

¢ Segundo cultivo:

El primer cultivo se suspende en tampdn de casamino 4cido y se cultiva en Bordet Gengou con
sangre ovina desfibrinada durante 22 a 26 horas a + 37 °C = 1 °C.

s Tercer cultivo:

El segundo cultivo se suspende en tampo6n de casamino 4cido y se cultiva en Bordet Gengou con
sangre ovina desfibrinada durante 20 a 24 horasa + 37 °C = 1 °C,

Pasaje en ratones

Luego de la resuspensién en tampén de casamino 4cido, la suspension bacteriana se inyecta a
ratones (hembra, de 6 semanas) sin patdgenos especificos (SPF) por via intracerebral.

Se toma una muestra intracerebral entre e} 3° y 5° dia de incubacion y la suspensidn se inocula en
Bordet Gengou con sangre ovina desfibrinada.

Este cultivo se incuba de 64 a 76 horas a + 37 °C + 1 °C y luego se suspende en una solucién de
leche descremada estéril.
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Sistema de Jotes'deXfernbra,

caracterizacién y pruebas

Liofilizacion

La suspension bacteriana se transfiere a ampollas (0,2 mL por ampolla) bajo un flujo de aire
laminar vertical y luego se liofiliza.

Al final de la etapa de liofilizacién, las ampollas se sellan al vacio y se mantienena+5°C# 3 °C,

Se produjeron los MSL (03.05.98A y 03.05.98B) y actualmente se utilizan para la elaboracion de
los lotes WSL.

A algunas ampollas se les realizan pruebas de control de calidad tal como se describird mas
adelante (vea el parrafo 3.2 ).
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) ~ Sistema de lotes de siembra,
caracterizacién y pruebas

Figura 3: Preparacién del lote de siembra maestra (MSL)

Lote de slembra !
premaestra 10.02.83 i

3 cultivos sucesivas en medio :
I
1

Bordet Gengou + Sangre ovina
desfibrinada

Incubacién a +37°C £ 1°C de!
-46a50h
-22a2h
-20a24h |

Pasaje en ratones {via
Intracerebral) . |

Excision da drgano despuds 1
de 3 a5 dias 1
|

Cultive an medlo Bordet Gengou +
Sangre ovina desfibrinada

Incubacion 8 +37°C £ 1°C
de B4 a76h

|
Cosecha y suspenslén ‘
en leche desnatada j

= Llenado en ampolias i
- Licfilizado '

Lote de siembra maestra te de slembra maestra
03.05.988 '
03.05.98A 38 25 ampullas g
Control 25 ampollas liofillzedlas liofifizad Control d :
de +— Almacenadssa+5°C Bs ontrol ce
1 o Almacenadas a +5°C calidad
calidad c 3°C

1.3 Preparacién de los Jotes de siembra de trabajo (WSL)

Una ampolla del lote de siembra maestra (03.05.98) se utiliza para producir los lotes de siembra
de trabajo.

e Primer cultivo:

E1 MSL se suspende en caldo de tripcasa de soja y se cultiva en Bordet Gengou con sangre ovina F
desfibrinada de 64 a 76 horas a +37°C % 1 °C.

RA_0301921 Informacién confidencial/propietaria
Pégina 9 de 17

R0 F\MGNTEMILONE CHHI‘-}TMN Oy ’,UE7

DIRECTORA TEGHIGA o
SANGE! DASTRIR S A, RL\NHFI VARTRENR Q s






