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Tabla 9: Controles realizados durante el ensayo (PARTE A) Q
Control Contenido del cultivo
Control negativo: control del medio de cultivo de los lotes de YNB/ glucosa sin inoculacion

siembra analizados

Control negativo: control de la solucion de dilucion (TSB estéril) | YSB/glucosa inoculadas con 0,1 mL de medio TSB estéril

Control positive de H. polymorpha YNB/glucosa inoculadas con 0,1 mL de una dilucién del
cultivo de H. polymorpha (10° UFC/mL para el WSL y
10® UFC/mL para et MSL)

PARTE B:

Se inoculan 10 cajas de Petri que contienen agar triptico de soja (20 mL) con 0,1 mL de las
diluciones 100 1077 de la ampolla o el vial que se va a analizar, Las placas se incuban a entre
+30°C y +35°C durante 4 dfas y se cuentan las colonias visibles. Luego las placas se incuban a

aproximadamente +20°C a +25°C 5 dias mas (para optimizar el desarrollo de hongos y
contaminantes de Ia levadura). Se realizan observaciones a diario.

Los controles de los medios y los controles positivos se detallan a continuacion.

Tabla 10; Controles realizados durante el anilisis (PARTE B)

Control Contenido del cultive
Control negativo: control del medio de cultivo de los lotes de TSA sin inoculacién
sicmbra analizados
Control negativo: control de la solucién de dilucién (TSB estéril) | TSA inoculado con 0,1 mL de medio TSB estéril (solucidn
‘ de dilucién)
Control positivo de H. polymorpha TSA inoculado con 0,1 mL de una dilucidn del cultivo de
: H. polymorpha (10° UFC/mL para el WSL y 10* UFC/mL
para el MSL)

Criterios de validez
e Crecimiento visible de los controles positivos

¢ Ausencia de crecimiento de todos los controles negativos

Criterios de aceptacion
La prueba cumple con estos criterios si se observa lo siguiente:

¢ Una morfologia uniforme de las colonias a alrededor de +30°C a +35°C y alrededor de
+38°C + 2°C,

¢ Un rango equivalente de la cantidad de colonias para una dilucién dada en ambos medios
(TSA aentre +30°C y +35°C ¢ YNB/glucosa a +38°C £ 2°C),

¢ Ausencia de contaminantes.
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A modo de ejemplo, se presentan los resultados obtenidos para el lote MSL n.° MCB 1
el lote WSL n.° MWCB 230600BA en la Tabla 11 y la Tabla 12.

Tabla 11: Resultados de crecimiento celular de algunas ampollas del lote MSL n.” MCB
160600BA

UFC/mL

Medio Ampolla | Ampolla | Ampolla | Ampolla | Ampolla | Ampofla | Ampolla | Ampolla | Ampolla | Ampolla
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TSA 1.10* | 96.10° | 11,10° 12.10° 10.10° 9,5.10° | 83.108 | 7.10° 89.10° | 9.10°

YNB/ 9,1.10* | 8,5.10° 10,10° 13.16° 10.10° 92108 | 98.10° | 8210° |9210* | i010°
glucosa

Tabla 12: Resultados de crecimiento celular de algunos viales del lote WSL n." MWCB
230600BA

UFC/mL

Medio Vial 1 Vial 2 Vial 3 Vial 4 Vial 5 Vial 6 Vial 7 Vial 8 Vial 9 Yial 10

TSA 84,1080 | 82.10° |8610% |8710° |77.10° |8L110°8 10.10° 89,108 | 9610° | 6,5.10°%

YNB/ 8,8.10° 1|84.10° |8810° |7510° |86.10° | 10.10° 92.10° | 9210 |9510° | 77.10°
glucosa

Resultados esperados

El recuento obtenido en TSA e YNB/glucosa no muestra diferencias significativas y la morfologia
de las colonias en ambos medios es homogénea. El titulo de las células de cada vial cumple con lo
esperado. Tras 15 dias de incubacidn, no se detectan contaminantes con morfologia distinta en los
cultivos.

5.1.2 Pruebas de identidad

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en determinar la identidad microbioldgica de una muestra de
Hansenula polymorpha del MSL o del WSL.

Conforme al principio de la prueba, se realiza una transferencia de las colonias individuales
provenientes de los cultivos utilizados en la prueba de pureza, a medios que inducen un
crecimiento particular a +30°C o +40°C y una fuente tipica de nitrégeno (base nitrogenada para
levaduras = YNB) o carbono (base carbono para levaduras = YCB) para el crecimiento de
Hansenula polymorpha.

A
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Método

La identificacion de Hansenula polymorpha se realiza a través de la inoculacion de colompgm—%"
individuales desde una placa de TSA en distintos medios selectivos con una unica fuente de
carbono o nitrégeno, observando el crecimiento a +30°C o +40°C.

Se analizan cuarenta colonias por ampolla de MSL o vial de WSL. Las colonias se toman de
distintas placas de TSA (placas obtenidas luego del analisis de la prueba de pureza de la siembra)
y se inoculan en placas con distintos medios de crecimiento, con un control positivo para

H. polymorpha (veinte colonias por placa) y controles negativos con S. cerevisiae (veinte colonias
por placa). Se realiza un duplicado de la colonia analizada en una placa de TSA al comienzo y al
final de la serie de inoculacién para garantizar que el indculo de cada colonia se reparta de manera
suficiente en cada placa de la serie. Se utiliza TSA como medio no selectivo que permite el
crecimiento de cualquier colonia contaminante.

Los medios y las condiciones de crecimiento de las 8 placas inoculadas es el siguiente, en orden:
1) TSA (+30°C)*

2) Agar YNB/metanol (+30°C)

3) Agar YCB/nitrato (+30°C)

4) Agar YNB/maltosa (+30°C)*

5) Agar YNB/sacarosa (+30°C)"

6) Agar YNB/glucosa (+30°C)*

7) Agar YNB/glucosa (+40°C)"

8) TSA (+30°C)*

Se realiza la incubacidn hasta que las colonias son visibles o hasta los 10 dias si no se observa
crecimiento.

Simultédneamente, se analizan 5 colonias en el kit API® para levadura, de ser necesario.
Criterios de validez
Se observa crecimiento en los 2 cultivos en TSA de cada colonia.

El control negativo con 8. cervisiae no crece en el agar YNB/metanol (s6lo para el lote
MSL n.° MCB 160600BA y el lote WSL n.° MWCB 230600BA).

- El control positivo de H. polymorpha crece en todos los medios.
Criterios de aceptacion

Las colonias resultantes de la inoculacién se identifican como Tipo = Hansenula y
Especie = polymorpha si se cumple lo siguiente:

4

Estas pruebas fueron realizadas para el lote MSL 06060084 y para el primer lote WSL MWCB 23060084 pero
no para el WSL siguiente.
a A

RA_0305011 Informacién confidencial/propietaria .
Pégina 36 de 72 A0XA GNTEM!LONE GHHIQTIA DU]\;:& Uk
W ,.-‘ rlU
Pa'ﬁ%; ARQTE%%ZUA SHNNE DASTEIE 8¢






sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.3
Antigeno de superficie de la hepatitis B Sistema de lotes de siembra, caracterizacion y pl;ugbas

1) Se observa crecimiento en los medios con metanol, maltosa y sacarosa como Unicas
de carbono para las colonias de cada placa;

2) Se observa crecimiento en los medios con nitrato como Gnica fuente de nitrdgeno para las
colonias de esta placa;

3) Se observa crecimiento en los medios con glucosa a +30°C y +40°C;

4) Las pruebas API® realizadas para identificar H. polymorpha, si se llevan a cabo, cumplen
con una probabilidad > 95%.

Resultados esperados

El crecimiento del cultivo cumple con los criterios de aceptacion indicados anteriormente.
5.1.3  Prueba de viabilidad

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en determinar la viabilidad de muestras de
Hansenula polymorpha del MSL o del WSL.

Fl principio de esta prueba se basa en el recuento de colonias luego de la mcubacu’m de diluciones
de muestras de los lotes de siembra,

Meétodo

Se diluyen 0,5 mL de las muestras de los lotes de stembra (ampollas del MSL y vxales del WSL)
(1:10) con caldo de trlpcasauso_]a o peptona al 0,1% para obtener diluciones de 10™ a 10°%°, Luego
las diluciones de 10" a 10"'® se siembran en cajas con agar de tripcasa-soja (0,1 mL y 2 placas por
dilucién) y se incuban a +35°C durante 72 h y luego a +25°C durante 8 dias o +37°C durante

48 h.

Nota: Estas condiciones de incubacion se aplicaron al lote MSL n.° MCB 160600BA y al lote
WSL n.° MWCB 230600BA. Para el lote WSL siguiente (MWCB 140308BA), las condiciones de
incubacion actuales son: 5 dias a +30 - 35°C,

Luego se consideran las diluciones que presentan entre 30 y 300 UFC para calcular la cantidad de
UFC viables por ampolla o vial del lote de siembra.

Se realizan controles negativos en el mismo tiempo en el medio de incubacion y el medio de
dilucién,

También se efectiia un control positivo en el mismo tiempo con S. aureus y C. albicans.
Criterios de validez

Los controles negativos y positivos deben cumplir con lo esperado (sin crecimiento en los
controles negativos y crecimiento en el control positivo).

Resultados esperados
Minimo de 5,0 10* UFC/vial
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5.2  Anilisis de lote de los lotes de siembra maestros y de trabajo de Hansenkla ., ; Q@
polymorpha
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Los resultados de liberacién obtenidos para el lote MSL MCB 160600BA, ¢l lote WSL MWCB
230600BA y el lote WSL MWCB 140308BA se presentan en la Tabla 13.

Todos los lotes cumplen con las especificaciones.

Tabla 13: Datos de control de calidad referidos a los lotes MSL y WSL de Hansenula
polymorpha

Controles Criterios de aceptacién Resultados
MSL* WSL* WSL
MCB MWCB MWCB
160600BA | 230600BA. | 140308BA
Pureza Ausencia de contaminantes Cumple Cumple Cumple Cumple
bacterianos
Ausencia de contaminantes Cumple ’ Cumple Cumple Cumple
de levaduras y hongos
Identidad Tipo = Hansenula Cumple Cumple Cumple
Especie = polymorpha Cumple Cumple Cumple
Viabilidad Minimo de 5,0 10* UFC/vial 14 10° 0,96 10° 1,710°

* Laliberacidn del lote MSL (MCB 160600BA) y del primer lote WSL (MWCB 230600BA) se realizé tomando en
cuenta también los resultados de las pruebas de caracterizacion detalladas en el patrafo 6 de esta seceion.
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