sanofi pastenr
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)

caracterizacién y pruebas

¢ Segundo cultivo:

El primer cultivo se suspende en caldo de tripcasa de soja y se cultiva en Bordet Gengou con
sangre ovina desfibrinada de 42 a 48 horas a + 37 °C ¢ 1 °C. :

e Tercer cultivo:

El segundo cultivo se inocula en Bordet Gengou con sangre ovina desfibrinada durante 24 = {
2 hotas 8 + 37 °C # 1 °C. Luego, este cultivo se suspende en una solucion de leche descremada i

estéril.
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 liofilizacion, las ampollas se sellan al vacfo y se mantienen a + 5 °C = 3 °C.

A algunas ampollas se les realizan pruebas de control de calidad tal como se describird més
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, !
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Figura 4: Preparacion del lote de siembra de trabajo (WSL)

Lotes de siembra maestros |

(Suspendido en caldo de tripcasa de soja )
03.05.98

3 cultivos sucesivos en medio Bordet
Gengou + Sangre ovina desfibrinada

incubacién a + 37°C £ 1°C de: r
-64a76h
~42848 K
»24+2h

Cosechay
suspension en Leche
descremada

- Llenado de ampollas de
almacenamiento

- Liofilizacion
Lote de siembra de trabajo
Almacenado a +5°C £ 3°C Control de
Casi 80 ampollas por iote calidad
(ampollas liofilizadas)
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sanofi pasteur
Vacuna contra Ia tes ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)

Seccidn 3.2.—8% DE

Sistemna de lotes de siembra,
caracterizacion y pruebas

2 Medios de cultivo y soluciones utilizadas para la elaboracién de los

lotes de siembra

2.1  Caldo de tripcasa de soja

La composicién del caldo de tripcasa de soja se describe en 3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosecha.

2.2 Medio de Bordet Gengou

La composicion del medio de Bordet Gengou se describe en 3.2.5.2.2 Cultivo celular y cosecha.
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sanofi pasteur

Vacuna contra Ia tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)

Seccién 3.2.
Sistema de lotes de slembra,™
caracterizacién y pruebas

3 Pruebas de control de calidad para los lotes de siembra

31

Las pruebas de liberacion,

Especificaciones

realizadas en el MSL y el WSL de Bordetella pertussis para controlar

la identidad y la pureza de la cepa, se detallan en la Tabla 1. Varias de las caracterfsticas
fenotfpicas y genotipicas de la cepa se analizan a partir del pre-MSL, de manera tal que se
establece la estabilidad genética de la cepa.

Tabla 1: Especificaciones para Bordetella pertussis (pre-MSL, MSL y WSL)

Controles Requertdos Métodos Criterlos de aceptacién
por :
Prueba de pureza Ph. Eur. 1053, | Caracteristicas de Cumple {ausencia de contaminantes)
edicion actual | crecimiento en varios
medios
Prucba de identidad: Ph. Eur, 1053,
¥ Caracteristicas edicion actual | iy oi4n de Gram Cumple (se observan pequefias colonias
de erecimiento cotivexas y blandas con uf aspecto cpaco ¥
brillattte, y un eolot gris metélico)
» Examen Caracteristicas de Cocobacilo gram-negativo
morfoldgico crecimiento en varios
medios
»  Curacteristicas
bioguimicas:
v Ureasa Prueba de ureasa Negativo
v" Oxidasa Prueba de oxidasa Positivo
» Caracteristicas Aglutinacion en portaobjeto con antisuero
antigénicas especifico
Antisuero de B pertussis de fase ] Positivo
Control negativo
Aglutindgeno 1 Positivo
Aglutindgeno 2 negativo
Aglutindgeno 3 Positivo
W\
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sanofi pasteur Seccién '

Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Sistema de lotes de siem‘gi’gﬂ\‘"rﬂ
caracterizacién y pruebas

3.2 Procedimientos analiticos
3.2.1 Prueba de pureza

3.2.1.1 Principio

La finalidad de esta prueba es controlar la ausencia de contaminantes en los lotes de siembra de
Bordetella pertussis mediante el cultivo en diversos medios de cultivo.

3212 Método

Se reconstituye una ampolla liofilizada del MSL o de WSL en medio de Verwey. Luego, se
ihocula una alicuota en agar Bordet Gengou més sangtre ovina durante al menos 5 dfas. Otra
alicuota se amplifica en medio de Verwey dutante 72 h, La Gltima suspension se trasmite @ través
de:

¢ Agar de tripcasa de soja,

o Agar de tripcasa de soja + sangre ovina,

s Agar de Bordet Gengou + sangre ovina.

Los cultivos se incuban a + 36,5 °C £ 1,5 °C durante 5 dfas. Se observan regularmente los
cultivos para determinar las caracteristicas de crecimiento.

3.2.1.3  Criterios de aceptacién

Cepa pura (es decir, sin contaminacién) después de la siembra en el medio correspondiente (agat
de Bordet Gengou + sangre ovina).

No se observa crecimiento alguno en ninguno de los otros medios,

£ A |
RA_0301921 Tnformacion confidencial/propietaria
Piigina 14 de 17 : .
ROXANA MONTEMILCRNE ’GHE!ST*AN“Uii\\!ili“fﬁUE?
DIRECTORA TREIIE: AR

[
SANNF PASTRIMR 8.5, SHNNE DASTEIIH 8.A







.
v
‘- &
R Wy o5
"\ k ‘ ’ @‘T
sanofi pasteur Seccién 3:2.82 4
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Sistema de lotes de siembra,

caracterizacidn y pruebas

3.2.2 Prueba de identidad
3.22.1 Caracteristicas de crecimiento

3.2.2.1.1 Principio

La finalidad de esta prueba es estudiar las caracteristicas de crecimiento de la Bordetella pertussis
en el medio correspondiente.

3.2.2.1.2 Meétodo

Se reconstituye una ampolla liofilizada del MSL o de! WSL en medio de Verwey y luego una gota
de esta suspension se inocula en agar de Bordet Gengou mds sangre ovina durante al menos 48 h.

3.2.2.1.3 Criterios de aceptacion

Se observan colonias pequefias de aproximadamente 0,5 mm de didmetro, redondas, suaves y
convexas como gotas de mercurio con un drea hemolizada alrededot.

3,222 Morfologia y tincién de Gram

3.2.2.2.1 Principio

La finalidad de esta prueba es determinar la morfologfa bacteriana mediante la tincidn de Gram.
Las bacterias Gratn positivas retienen el cristal violeta después de ser lavadas con etanol al 95 %,
mientras que las bacterias Gram negativas pierden el colorante purpura.

3.2.2.2.2 Método

Después de fijar el frotis bacteriano en un portaobjetos, se tifien las células con cristal violeta y se
enjuagan con agua. Postetiormente, se recubre el portaobjetos con una solucién de yodo de Gram
y se enjuaga nuevamente con agua. Luego se destifien las células con una solucion de acido
acético y etanol, se enjuagan con agua y se realiza una tincién de contraste con safranina.
Finalmente, se enjuagan las bacterias con agua y se secan. Se examinan las muestras con un
microscopio.

3.2.2.2.3 Criterios de aceptacion

Presencia de pequefios cocobacilos gram negativos.
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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, ,
|

|

|

3.2.2.3 Caracteristicas bioquimicas

3.2.2.3.1 Principio

La finalidad de esta prueba es identificar los lotes de siembra de Bordetella pertussis por sus |
actividades enziméticas de ureasa y oxidasa. i
\
|

3.2.2.3.2 Método

o Ureasa: esta prueba se lieva a cabo en una suspension de crecimiento de colonias en agar de
Bordet Gengou. Se agrega 0,25 mL de esta suspensién a un reactivo de ureasa y se mantiene a
36,5°C £ 1,5°C de 18 a 24 horas.

e Oxidasa: la prueba se lleva a cabo colocando una colonia Unica de Bordetella pertussis en un ;
reactivo de oxidasa. |

3.2.23.3 Criterios de aceptacion

o Ureasa: la Bordetella pertussis no presenta actividad enzimética (suspension incolora),
o Oxidasa: 1a Bordetella pertussis presenta actividad enzimatica (color azut),

3.2.24 Caracteristicas antigénicas

3.2.24.1 Principio

La actividad antigénica de la Bordetella pertussis se evaliia mediante aglutinacion en portaobjetos i
con antisuetos especificos en relacion con los sueros antipertdsicos de fase 1 (control positivo} y
solucion salina fisioldgica (control negativo).

3.2.242 Meétodo

Se toma una muestra de cultivo bactetiano de 40 a 48 horas de edad y una gota de este se mezcla
con una gota de cada antisuero diferente. Los controles negativos son antisueros incubados en 1
ausencia de bacterias.

Se registra la presencia o ausencia de aglutinacion.

3.2.2.4.3 Criterios de aceptacion

La Bordetella pertussis se aglutina con el antisuero pertisico de fase 1y con el aglutinégeno 1 y
3, pero no con el aglutinégeno 2.
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sanofi pasteur

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

4 Datos de control de calidad de los lotes de siembra de Bordetella

pertussis

Los resultados de liberacion obtenidos para el MSL 03.05.98A y para los WSL FA220626,
FA299664 y FA299007 se proporcionan en la Tabla 2. Todos los lotes cumplen con las

especificaciones.

Tabla 2: Datos de control de calidad para la Bordetella pertussis

Controles Criterios de aceptacion Resultados (fecha de etaboracién)
MSL WSL WSL WSL
03.05.98.B FA220626 FA299664 FA299007
- 30 sept 2005 | 25 se enero de | 18 Ene 2008
2008
Prucha de pureza Ausencia de contarhinantes Cumple Cumple Cumple Cumple
Pruehas de identidad
» Examen Cocobacilos gram negativos | Bacilos gram« | Bacilos gram~ | Bacilos gram- Bacilos
morfolbgico positivos positivos positivos gram-
positivos
» Caracteristicas de Se obsetvan colonias Cumple Cumple Cumple Cumple
crecimiento suaves, convexas y
peqgueiias con aspecto
brillante, opace y un tono
grisaceo metdlico
» Caracteristicas
bioquimicas
¥ Ureasa negativo negativo negativo tegativo negativo
v QOxidasa Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
» Caracteristicas
antigénicas
v Antisuero de Positivo Positivo Positivo Positivoe Pasitivo
pertussis de
fase 1
v Aglutinégenos Aglutindgeno 1 ; Positive Cumple Cumple Cumple Cumple
Aglutindgeno 2 : negativo
Aglutindgeno 3 ; Positivo
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA PTxd) ofiva

Seccion 2.3.S.4 Control del principio activo
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sanofi pasteur

Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA PTxd)

Conirol del principip

Seccidon 2.3.8.

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

1 Especificaciones

e

Las especificaciones del principio activo para el toxoide pertisico purificado adsorbido (PTxd) y
la hemaglutinina filamentosa purificada adsorbida (FHA) se enumeran en la tabla 1 y Ja tabla 2.

Tabla 1: Especificaciones para el toxoide pertusico purificado adsorbido

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacion
Contenido de aluminio / Segan la Ph. Eur, 2.5,13, De 0,6 a 1,4 mg Al/mg de
edicion actual proteinas
Ensayo de complejometria
Medicién de pH / Ph. Bur, 2.2.3, edicitn actual | De 6,2a8,2
Método potenciométrico
Identifeacion del toxadide Ph. Bur, 1356, edicién actual | Ph. Bur. 2.7.1, edicion actual | Positivo

pertisico

TRS 878

Método inmunoguimico
Método de difusién doble en
gel de Ouchtetlony

Prueba de esterilidad

Ph. Eur. 1356, edicidn actual
TRS 878

Ph. Eur. 2.6.1, edicion actual
Filtracidn por membrana

No se observa ctecimienio
mictobiano

Tabla 2: Especificaciones para la hemaglutinina filamentosa purificada adsorbida

identificacién de In FHA

TRS 878

Método inmunoquimico
Método de difusién doble en
gel de Ouchterlony

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacién
Contenido de aluminio / Segiin 1a Ph. Eur, 2.5.13, De 0,6 a 1,4 mg Al/mg de
edicidn actual proteinas
Ensayo de complejometra
Medicidn de pH / Ph. Bur. 2,2.3, edicién actual | De 6,2a38,2
Método potenciométrico
Ph. Eur. 1356, edicién actual | Ph, Eur. 2.7.1, edicién actual | Positivo

Actividad dermonecriética
residual

Ph. Eur, 1356, edicidn actual
TRS 878

Ph. Eur, 1356, edicién actual
Inyeccion intadétmica en
tatones lactantes

No se observd reaccion
nectdtica (++++) o reaceion
hemotrigica marcada (+++)
en ninguno de los ratones
lactantes despuds de las 72 h
de la inyeccion

Prueba de esterilidad

Ph, Eut. 1356, edicién actual
TRE 878

Ph. Eur, 2.6.1, edicién actual
Filtracidn pot membrana

No se obsetva crecimiento
microbiano
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