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1 Tratamiento y detoxificacion de la toxina cruda concentrada y {
diafiltrada '

1.1 Panorama

El esquema del proceso para la detoxificacion de Ia toxina tetanica concentrada y diafiltrada (fin
de la etapa 5.¢) se proporciona en la figura 1 que aparece a continuacion.

Figura 1: Preparacién del toxoide diftérico crudo

Descripcion del proceso Pardmetros de produccion Controles

Toxina concenirada diafiltrada

Etapa 6: Tratamiento con formaldehido 7 . )

. Concentracion final de carbonato 4cido de sodio 1 g/L

. Concentracidn finel de formaldehido para el Ler
tratamiento;

« 0,3 % {v/v) si el 2° tratamiento se realiza en las

28 horas posteriores al ler tratamiento, o

- 0,4 % (v#v) si el 2° tratamiento se realiza después de mas
de 28 horas después del ler tratamiento.

6a: ler tratamiento:

. Lavado con tampdn de fosfato

. Adicién de carbonato dcido de sodio
. Adicién de formaldehido

6h: 2° tratamiento:
. Ajuste con tampon de fosfato

Detoxificacian Adicion de carbonato acide de sodio . Dilueidn de la toxina con tampdn de fosfata: 500 LffmL

. Concentracion final de hidrogenocarbonato de sodio 5 g/L le:i.dutmtg.sl

. At.:lif:ién de glicina . . Concentracion final de glicina: 4 g/L El' 1o de Aoculacis
Adicion de formaldehido . Concentracion final de formaldehido para ¢l 2° tratamiento: ~Titulo de floculacion
0,6 % (viv)
Controles durante el
IIQLESD,
Titulo de flocutacion
5 Etapa 7 ‘ Contenide de
Prefiltracion y filtracion de 0,2 pm . N nitrégeno proteica
Detoxificacidn . Temperatura: +37°C 4 1°C

. Contenido de
formaldehida libre
. Prueba intradérmica

. Duracion: 28 dias

Toxoide diftérico crudoe

(almacenado a +3 °C + 3 °C)
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1.2 Detoxificacion de la toxina (etapas 6 y 7)

Al final de la diafiltracién se detoxifica la toxina. La toxina se somete primero a un tratamiento
quimico y luego se lleva a cabo la detoxificacion a +37 °C + 1 °C en presencia de formaldehido
de acuerdo con la metodologia descrita a continuacion.

o Ftapa 6a: Primer tratamiento: la toxina se diluye con tampén de fosfato. Se afiade carbonato
de hidrégeno de sodio para obtener una concentracion final de 1 g/litro. Después se le agrega
formaldehido al 0,4% (v/v) si el segundo tratamiento se lleva a cabo después de mds de 28
horas después del primer tratamiento; si no, al 0,3% (v/v). Cada adicidn se realiza bajo
condiciones de agitacion.

« Etapa 6b: Segundo tratamiento: se realiza entre 24 y 48 horas después del primero. La toxina
se diluye con tampén de fosfato hasta aproximadamente 500 Lf/mL. Después se agregan
carbonato de hidrégeno de sodio y glicina para obtener la concentracién final respectiva de
5 g/litro y 4 g/litro. Por tltimo, se aflade formaldehido para obtener una concentracion final de
0,6 % (v/v). Cada adicién se realiza bajo condiciones de agitacion.

o Etapa 7: La solucion se prefiltra y se filtra a través de una membrana de 0,2 pm dentro de un
tanque. La detoxificacién se efectlia bajo condiciones de agitacion durante 28 dias a
+37°C+ 1 °C.

Luego de 28 dias, el toxoide diftérico crudo se enfiia a +5°C + 3°C bajo condiciones de agitacion.
El tanque que contiene el CDT se mantiene bajo enfriamiento hasta su transporte al edificio de
purificacion. Se toman muestras para los controles durante el proceso (ver capitulo 4.1).

E1 CDT se puede almacenar a +5°C =+ 3°C hasta 4 meses. Los detalles sobre el almacenamiento
del CDT se describen en la seccién 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios.

2 Produccion de toxoide diftérico purificado
Después se purifica el toxoide diftérico crudo (CDT) obtenido mediante los procesos de
fermentacion, cosecha y detoxificacion.

El diagrama de flujo del proceso para la purificacion del toxoide diftérico se proporciona en la
figura 2 que aparece a continuacion.
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Figura 2: Panorama del proceso de purificaciéon

Descripeion del proceso Parametros de produccién Controles

Toxoide diftérico ¢rudo

A *

Concentracion fitapa 8: Concentracién
y diafiftracién ¢

Etapa 9: Diafiltracién

1{ Toxoide diftérico concentrado
L y diafiltrado
Ajuste de ¢ Controles durante ol procese:
volumen Etapa 10; Ajuste de volumen - Titulo del torpide; 1500 = 250 Lf/mL . Contenido de fermaldehido libre
. Contenido de nitrégena proteico
]{ ¢ . Titulo de fleculacion
_ Etapail: '  Temperatura: +22 °C3 °C ‘ Control durante el proceso:
L Primera prec1pzt_ac16n con . Concentracian final con sulfato de . Contenido de nitrdgenoc proteico
Precipitacion sulfato de amonio amonio 220 gl Tituio de floculacion
¢ . Porosidad de la clarificacién 0,2 um
Y " Et_al_m 1_1: . Temperatura: +22 °Cx3 °C
A 2" precipitacion con X _ Concentracion final con sulfato de
sulfato de amonio amonic 186 g/L
Didlisis .
Etapa 13: I les du .l_ e
Dialisis def precipitado . Duracion de la dilisis: al menos 48 h « Titulo de floculacidn
Etapa 14; ) . Concentracion de glicina final: ntrol durante el progeso;
fltraci 14 a; Prefiltracion 15 p/i. de toxoide a 5000 L&fmL . Carga bioldgica
Prefilracion 14b: Estabilizacion . Concentracién final de cioruro de sodio: ©
Estabilizacién 14¢: *Filtracidn g/L de toxoide a 5000 LffmlL
Filtracidn .
Lienado ) Pruebas de control de calidad:
Contenido de nitrégeno proteico, titulo de floculacidn, pureza
Y Toxolde diftérico antigénica, contenido de formaldehido libre, esterilidad
purificado bacteriana y fingica, ausencia de toxina ¢ irreversibilidad del
toxoide.

2.1 Proceso de purificacion

2.1.1  Concentracién y diafiltracion (etapas 8y 9)

¢ Etapa 8: Concentracion

La concentracion se realiza bajo condiciones de enfriamiento por medio de un médulo de
ultrafiltracion hasta llegar & un volumen objetivo de 30 litros a 70 litros.

o Etapa 9: Diafiltracién

Luego se diafiltra el concentrado obtenido bajo condiciones de enfriamiento con agua fisiologica
tamponada (vea el capitulo 5.1).
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212 Ajuste del volumen (Etapa 10) {/’ P A

"

e Etapa 10: El volumen de toxoide tetdnico concentrado y diafiltrado se ajusta con aguades /
fisiolégica tamponada (ver capitulo 5.1) para alcanzar una concentracion de
1500 + 250 Lf/mL.

Se toman muestras para los controles durante ¢l proceso (ver capitu_lo 4.2).

2.1.3  Precipitacion (etapas 11y 12)

La purificacion del toxoide diftérico se lleva a cabo mediante precipitacion con sulfato de amonio,
que se compone de dos etapas sucesivas de precipitacidn.

s Etapa 11: Primera precipitacién con sulfato de amonio

En el tanque que contiene el volumen ajustado de toxoide diftérico concentrado y diafiltrado, el
producto se conserva a temperatura ambiente. Luego, se afiade suifatc de amonio bajo condiciones
de agitacién hasta una concentracién de 220 g/litro.

Tras una fase de agitacién, se inicia una fase de decantacion a temperatura ambiente.

Se toma una muestra para los controles durante el proceso (ver capitulo 4.2).

s Etapa 12: Segunda precipitacion con sulfato de amonio

Se agrega el sulfato de amonio bajo condiciones de agitacién hasta llegar a 180 g/litro.

Tras una fase de agitacidn, se inicia una fase de decantacion a temperatura ambiente.

Tras el periodo de decantacién, el precipitado se recolecta mediante centrifugacion y vuelve a
suspenderse en agua purificada.

2.1.4  Diilisis (etapa 13)

s Etapa 13: Didlisis del precipitado (eliminacién de las sales de suifato de amonio).

El precipitado disuelto previamente obtenido se vierte en las membranas de didlisis. La dialisis se

realiza con agua purificada durante un minimo de 48 horas.

2.1.5 Prefiltracion, estabilizacion, filtracién y llenado (etapa 14)

s FEtapa 14a: La solucidn de toxoide obtenida después de la diélisis se prefiltra a través de una
membrana de 0,2 um.

s Etapa 14b: Se agrega cloruro de sodio y glicina como estabilizantes.

Se toman muestras para un control durante el proceso (vea el capitulo 4.2).

o Etapa l4c¢: La solucion, filtrada a través de un filtro con poros de 0,2 pm, constituye el toxoide
diftérico purificado (PDT), que se almacena a +5°C + 3°C (vea la secci6n 3.2.5.7.1 Resumen
de estabilidad y conclusiones).
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3 Condiciones de llenado y almacenamiento LN
*

3.1 Llenado

El PDT se distribuye para almacenarlo en matraces de polipropileno (vea la seccién 3.2.5.6
Sistema de cierre del envase).

Durante el llenado, se toman muestras para los controles de calidad. En la seccion 3.2.5.4.1
Especificaciones aparece una lista de las pruebas de liberacion realizadas al PDT.

3.2 Almacenamiento

El principio activo PDT se puede almacenar a +5 °C % 3 °C durante 36 meses (vea la seccién
3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones sobre la estabilidad).
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4 Controles durante el proceso

4,1 Detoxificacion de la toxina diftérica

Los controles durante el proceso aplicados durante la detoxificacion de la toxina diftérica se

presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Controles durante el proceso aplicados en la detoxificacién de la toxina diftérica

Pasos de elaboracin

Controles durante el proceso

Pruehas

Criterios de aceptacién

Justificaciones

Etapa 6b: Segundo
tratamiento

Titulo de floculacion
(Ph, Eur, 2.7.27, edicién
vigente, prueba de Ramon)

<500 £ 50 LfmL

Asegurar las condiciones
bptimas para la detoxificacion

Titulo de floculacion
(Ph, Eur. 2.7.27, edicién
vigente, prueba de Ramon)

Etapa 7: Prefiltracion,
filtracién y detoxificacion

Para informacién

Contenido de nitrégeno
proteico

(con base en la monografia
2.5.9 de la Ph. Eur. edicién
vigente, método de Kjeldahl)

<1.5 g/Litro

Determinar la pureza
antigénica

Contenido de formaldehido
libre

(con base en la monografia
2.4.18 de la Ph, Eur. edicion
vigente, método de Nash)

<2500 pg/mL

Sepuir el proceso de
detoxificacién

Prueba intradérmica
{método inferno}

No se observa reaccion
etitematosa ni necrética

Verificar ia ausencia de toxina
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4.2 Purificacion del toxoide diftérico

Los controles durante el proceso aplicados durante la purificacion de la toxina teténica se
presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Controles durante el proceso aplicados en la purificacion del toxoide diftérico

Pasos de elaboracidn

Controles durante el proceso

Pruebas Criterfos de aceptacion Justificaciones

Etapa 10: Ajuste del volumen

Contenido de formaldehido
libre

(con base en la monografia
2.4.18 de la Ph. Eur. edicidn
vigente, método de Nash)

< 150 pg/mL Dar seguimiento a la

eliminacién de formaldehido

Contenido de nitrégeno
proteico

{con base en la monografia
2.5.9 de ia Ph. Eur. edicion
vigente, método de Kjeldahl)

<2.5 g/Litro Determinar la pureza

antigénica

Titulo de floculacion
(Ph. Eur. 2.7.27, edicién
vigente, prueba de Ramon)

<1500+:50 Lf/ml

Etapa 11b: Clarificacion

Contenido de nitrogeno
proteico

{con base en la monografia
2.5.9 de la Ph. Eur, ediciéon
vigente, método de Kjeldahf)

<3 g/Litro Determinar a pureza

antigénica

Titulo de floculacién
{Ph. Eur. 2.7.27, edicién
vigente, prugba de Ramon)

Para informacion

Etapa 13: Dialisis

Titulo de floculacion
(Ph. Eur, 27,27, edicién
vigente, prucba de Ramon}

Para informacién Preparar una solucién final de

toxoide a 5000 L{/mL

Etapa 14a: Prefiltracion

Carga bacteriana (antes defa | <50 UFC/mL Evaluar la biccontaminacién
filtracién) antes de la filtracion.

(Ph. Eur. 2.6.12, edicién

actual
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5 Tampones y aditivos empleados durante la purificacion

5.1 Agua fisiologica tamponada

Composicion por litro

¢ Cloruro de sodio

¢ Fosfato disédico 12H,0
+ Fosfato de sodio 2H;0
e Agua purificada

Esta solucidn se filtra en una membrana de 0,2 um.

5.2 Solucion de sales

La férmula de esta solucidn es variable; depende del volumen y del titulo de floculacién del
toxoide diftérico concentrado y dializado obtenido después del paso de diélisis.

Composicion por litro
+ Glicina

¢ Cloruro de sodio

e Agua purificada

Esta solucién se filtra en una membrana de 0,2 pm.

5.3 Fosfato disodico

Composicion por litro
s Tosfato disddico, 12H,0
e Agua purificada

La solucién se filtra en una membrana de 0,2 um.

54  Tampodn de fosfato

s Tosfato disédico, 12H,0
¢ Fosfato de potasio dihidrogenado

e  Agua purificada
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5.5 Carbonato de sodio
¢ (Carbonato de sodio, 10H,0
e Agua purificada

5.6 Otros aditives

e Sulfato de amonio
e Formaldehido

o Glicina
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