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Cultivo Celular y Cosecha - Tetanico
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Seccion 3.2.8.2.2 Descripcion del proceso de elaboracion y de los

controles del proceso

Cultivo celular y cosecha
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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion. "'-' """" : .,.?2 :
. s ey, . . . Sy
Lista y descripcion de los materiales y equipos utilizados durante este proceso de elaboraGiB Vea

la seccién 3.2.A.1 Instalaciones y equipo.

El proceso de elaboraci6n que se describe a continuacion se completa mediante los programas de
validaci6n presentados en la seccidn 3.2.5.2.5 Validacion y/o evaluacion del proceso con estudios
sobre los parametros de produccion (los que se presentan aqui y otros) y sobre los controles
durante el proceso.

1 Fermentacién del Clostridium tetani y cosecha de la toxina tetanica

El esquema del proceso pata la fermentacion del Clostridium tetani'y la cosecha de la toxina
tet4nica se presenta en la figura 1.

El tamafio del lote industrial de fermentacién es de 24001L.
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Figura 1: Preparacién de la toxina tetdnica concentrada y diafiltrada

Descripcion del proceso Parametros de produccién 1 \ Controles T

Lote de siembra
de trabajo

A FEtapat: Preiracién del indeulo y

subcultivo Controles durante
: 1a: Cultivo en medio de tioglicolato- T°C: +34°C & +36°C el proceso:
Preparacion rna L . Gram
del indeulo 1b: Subeultivo dlme sorn Ho. on . Duracién: 24 a 72 horas
¥ subcultivo ) medio de toglicolato- ! .T°C: +34°C 3 +36°C C|°”“°'es durante
. Duracidn: 24 a 72 hotas €l proceso:
resazurina . Gram
 J
A Etapa 2: 1.2 precultivo .T°Ci+34°Ca+36°C
en medio de tioglicolato-resazurina . Duracion: 6 a 10 horas
Etapa 3: 2.2 precultivo .T°C: +34°C a+36°C
Precultivos en meg?o de Ma‘:sachusem . Duracién: 12 a 20 horas
Controles duranie
Etapa 4:3.2 precultivo .T°C: +34°Ca +36°C el proceso:
on medio de Massachusetts . Duracién: 6 a 10 horas . Pureza
- . Gram
X
‘ Etapa 5: Cultivo industrial Controles durante el
en medio de Massachusetts ba]o .T°C: +34°C a +36°C proceso:
flujo de nitrégeno . Duracién: 138 a 146 horas " Pureza
Cultivo : . Gram
industrial : . Titulo de floculacién
Etapa 6: Lisis celular
Ga: Enfriamiento . Duracién del contacto con las S%\Igglt roies‘durante
Y  6b: Adicién de cloruro de 12 a 20 horas el proceso: N
A sodio y citrato de sodio Titulo de floculacion
Lisis l
celular
1 Toxina cruda 1
A .
Etapa 7: Cosecha
7a: Clarificacién por centrifugacion y
fll’.tr’acson . . . Corte ~ 50kDa Controles durante et proceso:
Cosecha 7b: Concgntra_cmn por ultraflltra‘cllon Corte ~ 50kDa Titulo de floculacion
7¢: Diafiltracion por ultrafiltracion 0
\j Toxina teténica cruda
concentrada y diafiltrada
Fad )
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2

M,

1.1  Fermentacion de Clostridium tetani

1.1.1  Preparacién del in6culo y del subcultivo (etapa 1)

Las células de Clostridium tetani provenientes de un lote de siembra de trabajo se inoculan en
tubos que contienen un medio de tioglicolato y resazurina (vea el apartado 3.1). Los tubos de
cultivo se incuban durante 24 a 72 horas a una temperatura de +34 °C a +36 °C. El subcultivo se
puede llevar a cabo utilizando las mismas condiciones.

Se toman muestras al final de la preparacién del indeulo y del subcultivo para los controles
durante el proceso (vea el apartado 2.1).

1.1.2  Amplificacion del cultivo

Etapa 2: Primer precultivo

Se inoculan los viales que contienen medio de tioglicolato y resazurina con el cultivo anterior a
una razén de volumen de 1:50. El cultivo se incuba durante 6 a 10 horas a una temperatura de
+34 °C a+36 °C.

Etapa 3: Segundo precultivo

Se lleva a cabo un segundo precultivo por inoculacién de medio de Massachusetts (vea el
apartado 3.2) con los viales del primer precultivo a una razén de volumen de 1:30. El cultivo se
incuba a una temperatura de +34 °C a +36 °C durante 12 a 20 horas.

Etapa 4: Tercer precultivo

El segundo precultivo se transfiere a medio Massachusetts a una razén de volumen de 1:5. Las
células se incuban durante 6 a 10 horas a una temperatura de +34 °C a +36 °C.

Al fina} del tercer precultivb, se cosecha una alicuota del cultivo para los controles durante el
proceso (vea el apartado 2.1).

RA_0302099 Informaci6n confidencial/propietaria
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1.1.3  Cultivo industrial (etapa 5)

Se inoculan los fermentadores con el tercer precultivo a una razén de volumen de 1:39. Luego se
incuban las células de 138 a 146 horas, bajo condiciones de agitacion y flujo de mitrogeno a una
temperatura de +34 °C a +46 °C.

Al final del cultivo industrial, se cosecha una muestra para los controles durante el proceso (vea ¢l
apartado 2.1).

1.2 Lisis celular (etapa 6)

Etapa 6a: Se detiene el crecimiento bacteriano enfriando el medio de cultivo.

Etapa 6b: La lisis se lleva a cabo agregando cloruro de sodio y citrato de sodio al cultivo
industrial. '

El cultivo se transfiere a un tanque de lisis designado y se le agregan las sales para lisis en forma
de solucidn a través de un filtro de 0.2 pm.

La suspension bacteriana se mantiene en condiciones de agitacién durante 12 a 20 horas. Se
obtiene la toxina cruda.

En esta etapa se recolecta una alicuota para los controles durante el proceso (vea el apartado 2.1).

1.3  Cosecha de la toxina tetinica (etapa 7)

Etapa 7a: Clarificacion por centrifugacion

Fl sobrenadante que contiene la toxina tetanica cruda se cosecha mediante centrifugacion continua
y se filtra. Se eliminan los desechos bacterianos.

Etapa 7b: Concentracion mediante ultrafiltracion,
Luego se concentra el sobrenadante por ultrafiltracion (corte de membrana = 50 kDa).
Etapa 7c: Diafiltracién mediante ultrafiltracion

La toxina tetdnica cruda concentrada se diafiltra (a través de un corte de membrana = 50 kDa)
contra agua purificada.

Al final de la etapa de diafiltracién, se toma una muestra para los controles durante el proceso, con
el fin de calcular el titulo de floculacién (vea el apartado 2.1).

- 7 NN
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Toxoide tetanico purificado

Seccidon 3.2.5.2.2
Cultivo celular y cosecha

2  Controles durante el proceso

2.1 Panorama de los controles durante el proceso aplicados en la fermentacion de
Clostridium tetaniy en la cosecha de la toxina tetdnica

Los controles durante el proceso aplicados en la fermentacion del Clostridium tetani y en la
cosecha de la toxina tetanica se presenta en la tabla 1.

Tabla 1: Panorama de los controles durante el proceso aplicados en la fermentacion de
Clostridium tefani y en la cosecha de la toxina tetanica

Pasos de elaboracion

Pruebas

Controles durante el procese

Criterios / limites de Justificacion

acepfacién

Etapa 1: Preparacion del
inéculo y subcultivos

Tincién de Gram
{método interno)

Bacilos gram positivos Identificar la cepa

Etapa 4: 3* precultivo

Tincion de Gram
{Método interno)

Pureza
{Método interno}

Bacilos gram positivos Controlar la pureza de] cultivo

Crecimiento en los Controlar la pureza del cultivo
diferentes medios

seleccionados

Etapa 5: Cultivo industrial

Tincion de Gram

(Método interno)

Bacilos gram positivos Controlar la pureza del cultivo

Pureza Crecimiento en los Controlar la pureza del cultivo
(Método interno) diferentes medios
seleccionados
Titulo de floculacion Calcular la produccion de
(Ph. Eur. 2.7.27, edicién > 40 Lf/mL toxina
actual, prueba de Ramon)
Lisis celular:
Etapa 6b: adicion de sales Titulo de floculacién > 36 LfimL Cuantificar ¢l titulo de la

de lisis

(Ph, Eur. 2.7.27, edicidn
actual, prueba de Ramon}

foxina

Cosecha:
Etapa 7c; Diafiltracién

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

Determinar la concentracion
con el fin de ajustar ¢l titulo al
inicio del paso de
detoxificacion

No hay criterios de
aceptacion
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3  Medios de cultivo, tampones y otros aditivos utilizados duranté &
cultivo celular y la cosecha

3.1 Medio de tioglicolato y resazurina

Este medio esta listo para usarse.
Composicion cualitativa
Peptona de caseina
Extracto de levadura
Tioglicolato de sodio
Cloruro de sodio
[-Cistina

Dextrosa

Agar

Resazurina

Agua purificada

pH final: 7,1 0,2.

El medio se esteriliza con vapor caliente.

3.2 Medio Massachusetts

Composicién cualitativa

Triptona V.

Infusidn de corazén de buey previamente ultrafiltrada (50 g/L)
Glucosa anhidra

Cloruro de sodio

Fosfato disodico 12H20

Fosfato monopotésico 2H20

Sulfato de magnesio, 7TH20

Sulfato de hierro, 7H20
L-Cistina
L-Tirosina
JAa 2
RA_0302099 Informacién confidencial/propietarja \ I
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Uracilo
Tiamina HC] (B1)
Riboflavina (B2)

Pantotenato de calcio (BS)

Hidrocloruro de piridoxina (B6)

Biotina

Cianocobalamina

Acido piridico 2-6 dicarboxilico

Péptidos N3

Acido clorhidrico

Etanol anhidro

Carbén vegetal

Agua purificada

El pH del medio se ajusta a 7,3 + 0,1 con hidréxido de sodio.

El medio se trata con calor.

3.3 Otros

s Agua purificada
e Cloruro de sodio
e Citrato de sodio

¢ Antiespumante (opcional durante las etapas de fermentacion en caso de produccion de
espuma)

RA_6302099 Informacién confidencial/propietaria
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