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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién, ™

1 Fermentacion de Corynebacterium diphtheriae y cosecha de Ia toxina
diftérica

El esquema del proceso para la fermentacidn del Corynebacterium diphtheriae y la cosecha de la
toxina diftérica se presenta en la Figura 1.
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Figura 1: Preparacién de la toxina diftérica concentrada y diafiltrada

L Descripcidn del proceso —|

Lote de siembra de trabajo
liofilizado regenerado en caldo
de fripcasa de soja

\ |

Etapa I: ler precultivo
[noculacién en tubos de agar +5 % de
sangre ovina desfibrinada
- la; primera incubacion
b s:gunda incubacion

Etapa 2: 2° precuitive
En medio IMD final
2a: primera incubacién
2b: segunda incubacidn

'

Etapa 3: 3er precultive
Inoculacién ¢n IMD final y
antigspumante complementario

{

Etapa 4; Cultivo Industrlal
Thoculacitn en medio IMD final

Y

[ Toxina cruda i

Fermentacién

Etapa 5: Cosecha
Sa: Clarificacién por
centrifugacion y filtracion

Cultivo celular y co%l

LPa:émetros de produccion

I3 [11c idn: TeC:36°Cx1°C
Duracién: 24 hG0 a24 h 15

LTPC:22°C+3°C
Duracién: 29 h 00 a 55 h 35

Segunda incubacidn:

Erimera incubacion; . . T°C: 22°C+3°C

Duracién: 45 h 00 2. 47 h 55 Controles durante el proceso:
Segunda incubgeldn. | T9C: 36 °C+ 1°C . Gram
Duracion: 24 h 00 a 24 1 20

. Volumen de incubacién: 2 matraces Controles. durante ¢} procesq:
T°C: 35,5°C - 36,5 °C . Gram

- Duracion: 14 h45a 22 1 00

. Titulo de floculacién

. Gram
LT9C: 35,25C - 36,4°C + Cotttenido de nitrogeno
. Dusacién: 2 h 00 a 32 h 00 profeico

. Pureza

an

- . Titulo de floculacion
5b; 61
Cosecha utl’rr(a:g;::::igzm 1t por . Contenido de nitrégeno
Se¢: Diafiltracion proteico
Toxina concentrada y
Y dinfiltrada
A A4/
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1.1 Fermentacion de Corynebacterium diphtheriae 1 ( £ 4 cy

1.1.1  Amplificacién del cultivo

Etapa 1: Primer precultive

Se reconstituyen ampollas liofilizadas de WSL de C. diphtheriae en caldo de tripcasa de soja. El
WSL reconstituido se inocula en la superficie de tubos de agar suplementados con 5 % de sangre
de oveja desfibrinada.

Etapa 1a: Los tubos se incuban primero a +36 °C % 1 °C durante 24 horas a 24 horas 15 minutos.

Etapa 1b: Se realiza una segunda incubacién de los tubos a +22 °C + 3 °C de 29 horas a 55 horas
35 minutos.

Etapa 2: Segundo precultive

Se inoculan con el cultivo anterior matraces que contienen medio de “difteria del Institute
Meérieux” (medio IMD).

Etapa 2a: Los matraces se incuban a +22 °C & 3 °C durante 45 horas a 47 horas 55 minutos bajo
agitacion.

Etapa 2b: Se realiza una segunda incubacion de los matraces a +36 °C+ 1 °C de 24 horas a 24
horas 20 minutos bajo agitacion.

Al final de este paso, se agrupa el contenido de dos matraces (que podrfan provenir de diferentes
lotes de WSL) para constituir el inéeulo que se utiliza para el tercer precultivo. La eleccion de los
dos precultivos se realiza luego de un control de pureza y medicién de la densidad optica.

Etapa 3: Tercer precultivo

El medio IMD final se introduce en el prefermentador a través de un fiitro de 0,2 pm. El
contenido de los matraces seleccionados se inocula en el prefermentador, el cual se incuba a
+35,5 °C - 36,5 °C en presencia de antiespumante durante 14 horas 45 minutos a 22 horas. Al
final del tercer precultivo, se cosecha una alicuota del cultivo para los controles durante ¢l proceso
(vea el capitulo 2).

1.1.2  Cultivo industrial (etapa 4)
Se introduce medio IMD final en el fermentador a través de un filtro de 0,2 pm y el producto
obtenido durante el tercer precultivo se inocula en el fermentador.

E] cultivo se continda durante 28=4 horas a 35,2 °C - 36,4 °C en presencia de antiespumante.

Al final del cultivo industrial, se cosecha una muestra para los controles durante el proceso (vea el
capitulo 2).
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1.2 Proceso de cosecha (Etapa 5)

E'tapa 5 a: Clarificacion por centrifugado y filtracicn

El sobrenadante que contiene Ja toxina diftérica cruda se cosecha mediante centrifugacion
continua y se filtra. Se eliminan los desechos bacterianos.

Etapa 5b: Concentracion por ultrafiltracicn

Luego, el sobrenadante se concentra por ultrafiltracion.
Etapa 5c: Diafiltracion

La toxina concentrada se diafiltra con tampén de fosfato.

Al final de la etapa de diafiltracidn, se toma una muestra para los controles durante el proceso, con
el fin de calcular el titulo de floculacién (vea el capitulo 2).
2 Controles durante el proceso

Los controles durante el proceso aplicados en la fermentacién de Corynebacterium diphtheriae y
en la cosecha de la toxina se presenta en la tabla 1.
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RA_0302271 Informacidn confidencial/propietaria_ _ ... uewreeme- {7 - -
Pagina 8 de 12 - ‘
NE CHEISTIAN DOMINGUEZ
R%\EA Nl%%’gﬁ APODERADC

SANDF) DARTEUR S:A.  SANOFI PASTEUR S.A.






sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.2

Toxoide diftérico purificado Cultivo celular y cosecha
L
<y

Tabla 1: Controles durante el proceso aplicados en la fermentacién de Corynebactg :

diphtheriae y en la cosecha de la toxina concentrada

et of

Pasos de elaboracién

Controles durante el proceso

Pruebas

Criterios/limites de
aceptacién

Justificacion

Etapa 2: 2° precultivo

Tincion de Gram
(método interno)

Bacilos gram positivos

Controlar la pureza del cultivo

Etapa 3: 3er precultivo

Tincién de Gram
{método interno)

Baciios gram positivos

Controlar la pureza del cultivo

Etapa 4: Cultivo industrial

Tincidn de Gram
(método interno}

Bacilos gram positivos

Controlar la pureza del cuftivo

Pureza
{Método interno)

Crecimiento en los diferentes
medios seleccionados

Controlar la pureza del cultivo

Titulo de floculacién = 80 LifmL Estimar la produccion de
(Ph. Eur, 2,7.27, edicién toxina y calcular la pureza
actual, prucba de Ramon} antigénica
Contenido de nitrégeno <1g/l Determinar la pureza
proteico antigénica
(con base en la monografia
2.5.9 de la Ph. Eur., edicién
actual, método de Kjeldahl)
Etapa 5: Cosecha Titulo de floculacién >700 Ll Asegurar las condiciones
Sc: Diafiltracién (Ph. Eur. 2.7.27, edicién Optimas para el primer
actual, prueba de Ramon) tratamiento quémico ¥
determinar la pureza
antigénica
Contenido de nitrégeno <2g/L Deterninar la pureza

proteico

(con base en Ja monografia
2.5.9 de l1a Ph. Eur. edicién
actual, método de Kjeldahl)

antigénica

3  Medios de cultivo, tampones y otros aditivos utilizades durante el
cultivo celular y la cosecha

3.1 Caldo de tripcasa de soja

Este es un caldo listo para usarse que contiene:

s - Peptona de caseina

e Fosfato disodico
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o Glucosa
¢ Cloruro de sodio
¢ Peptona de soja

e  Agua purificada
3.2 Agar con sangre ovina

3.2.1  Composicién del agar

e  Agar base con sangre y triptosa
e  Agua purificada

El agar se esteriliza con vapor caliente.

3.2.2  Agar con sangre ovina

~ El agar con sangre y triptosa se mezcla con agua purificada y esta preparacién se esteriliza con
vapor caliente. Luego, se le agrega 5% de sangre ovina desfibrinada al agar previamente enfriado
a +45 °C a +50 °C. El agar con sangre preparado de esta manera se vacfa en tubos previamente
esterilizados con vapor a alta temperatura.

3.3 Medio IMD final

3.3.1 Composicion del medio IMD final

o Medio IMD basico (1)
¢ Solucion de maltosa y factores de crecimiento (2)

El medio IMD final se filtra a través de una membrana de 0,2 um durante la transferencia al
fermentador.

3.3.2 Medio IMD basico (1)

e Toxiprotona D

e Agua purificada

3.3.3  Solucién de maltosa y factores de crecimiento (2)

3.3.3.1 Composicién de la solucion de maltosa y factores de crecimiento

¢ Extracto de levadura en polvo

¢ Sulfato de magnesio, 7H,0
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Monohidrato de L-asparagina
s Lactato de sodio; se usa una de las dos soluciones siguientes:
+ Solucién al 60 %

¢ Solucidon al 50 %

e Solucién de factores de crecimiento (3)
o Solucién de maltosa 4)

¢ Agua purificada
3.3.3.2  Solucién de factores de crecimiento (3)

o Sulfato de magnesio 7H>O

¢ Beta alanina

o Acido pimélico

e Sulfato de zinc 7H;0

¢  Cloruro de manganeso 4H,0

e Sulfato de cobre 5,0

e Acido nicotinico

o Acido clorhidrico concentrado 10N

s Agua purificada
3.3.3.3 Solucién de maltosa (4)

e Cloruro de calcio, 2H,0
s Fosfato disédico, 12H20
e Maltosa

e  Agua purificada

3.4 Dextrosa, aminodacidos y solucion IMD

¢ Glucosa anhidra

e Beta ciclodextrina

¢ L-Histidina

* Monohidrato de L-asparagina
s L-Glutamina

¢ Acido L-glutdmico
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e Piruvato de sodio
¢ NADH/DPNH
¢ Cisteina (clorhidrato) anhidra

¢ Acido diaminopimélico

e«  Medio IMD

¢ Solucion de maltosa y factores de crecimiento
o Agua purificada

La solucién se filtra a través de una membrana de 0,2 pm durante la transferencia al fermentador.

3.5 Tampon de fosfato

¢ Fosfato disodico, 12H20 euuiiceiciiieiiiiiieee e eeeeeeesereseeeessesanes 10,58 ¢
¢ Dihidrogenofosfato de potasio .........ccocviveniniiseseeeeseesesseeens 3,017 g
*  Agua purificada hasta.......cceviveieeeccveeiieer it 1000 mL

3.6  Otros aditivos

Antiespumante de silicio
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