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1 Tratamiento y detoxificacion de la toxina tetdnica concentrada y
diafiltrada

1.1 Panorama

El esquema del proceso para la detoxificacion de la toxina teténica concentrada y diafiltrada (fin
de la etapa 7.c) se proporciona en la figura 1 que aparece a continuacion.

Figura 1: Preparacién del toxoide tetanico crudo

Pescripgion del proceso } Pardmetros de produccién Controles

Toxina teténica cruda
concentrada y diafilttrada

!

A
Etapa 8: Tratamiento
8a; Adicidn de hidrogenocarbonato
de sodia
Tratamiento
8b: Ajuste de filtracién y volumen a 500
Lf/mL aproximadamente
]{ Etapa 9: Detoxificacion
9a: Adicion de formaldehido Volumen de formaidehido: 5,5 ml por litro de
‘ solucion de toxina tetanica ajustada a 500 Li/mL
Detoxificacion gb: Tratamiento de ‘ ) ,
detoxificacién . Temperatura y duracion de la incubacion
objetivo:
(+15°C a +25°C) durante 2 a & dlas
(+34°C a +36°C) durante 15 dias
‘ - Controles durante el
Y [ Toxoide tetanico crudo proceso;
Almacenamiento a . Titulo de floculacién
+5°C3°C . Contenido de formaldehido
libre
.pH
. Contenido de nitrégeno
proteico
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1.2  Tratamiento (etapa 8)

La toxina tetanica concentrada y diafiltrada (ver etapa 7) pasa por la adicién de carbonato acido de
hidrogeno, seguida por una filtracién profunda de 0,4 a 0,1 pum y por una filtracién adicional de
0,2 pm:

o Ftapa 8a: Adicién de carbonato acido de hidrégeno
Se agrega carbonato 4cido de hidrégeno en condiciones de agitacion.
s Etapa 8b: Filtracidn y ajuste del volumen a 500 Lf/mL

Luego, se filtra la toxina tetanica cruda concentrada y diafiltrada (filtracién profunda de 0,4 a
0,1 um). Después se lleva a cabo una filtracién adicional de 0,2 um. El filtrado se transfiere a un
tanque intermedio.

El ajuste de volumen se realiza con un volumen de agua purificada, lo que permite obtener una
solucidn de toxina final a razén de 500 Lf/mL (menos el volumen de la solucién de formaldehido
que se habré de agregar, vea la etapa %a).

1.3  Detoxificacion de la toxina tetanica (etapa 9)

« Etapa 9a: Adicién de formaldehido

Se diluye una solucion de formaldehido al 37 % p/v en agua purificada para obtener una
concentracion final de 0,55 %.

La solucidn de formaldehido se agrega lentamente a la toxina tetdnica en condiciones de agitacion
y después se transfiere a un tanque de detoxificacion.

e FEtapa 9b: Tratamiento de detoxificacion

El tanque de detoxificacion se conserva a temperatura ambiente (por gjemplo de +15 °C a +25 °C)
en condiciones de agitacion durante 2 a 5 dias.

Luego se ajusta la temperatura a entre +34 °C y 436 °C, utilizando un circuito de agua
termostatizada. Esta fase se lleva a cabo en condiciones de agitacion intermitente durante
aproximadamente 15 dias.

Después del paso de detoxificacidn, se toma una muestra para los controles durante el proceso
(vea el capitulo 4.1.1) y el tanque que contiene el toxoide tetdnico crudo (CTT) se conserva a
temperatura ambiente hasta que esté disponible la concentracién de formaldehido libre (criterios
de aceptacion: 2 290 pg/mL).

Luego se distribuye el CTT en tanques de acero inoxidable y se conservan a +5 °C + 3 °C hasta
que hayan concluido los pasos de purificacion (vea el capitulo 2) (consulte la seceion 3.2.5.2.4
Controles de pasos criticos € intermedios para ver los detalles sobre los datos de estabilidad).
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2  Purificacion del toxoide tetanico

2.1 Panorama

Se purifica el toxoide tetanico crudo (CTT) obtenido mediante los procesos de fermentacion,
cosecha y detoxificacién.

El diagrama de flujo del proceso de purificacion del toxoide tetdnico se proporciona en la figura 2
que aparece a continuacion.
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Figura 2: Preparacién del toxoide tetinico purificado

Descripcion del proceso Parametres de produccion l Controles
Toxina tetdnica cruda
A
Etapa 10: Mezcla
Mezcla,
concentracion y
diafiltracién
e . Etapa 11: Concentracién
Etapa 12; Disfiltracion
Y
A
Toxoide tetdnico
concentrado y disfiltrado
Aluste de Volumen de solucion de loxoide Controles durante el
valumen Etapa 13: Ajusle de volumen ajustada a un titulo de floculacion prcc’cefc':, oo
de $500 LffmL (1250 - 1750 L/ - Lontenida de
mL) formaldehido lore
Contenido de nitrégeno
proteinico Titulo de
floculacion
| .
Contrales durante el
] Etapa 14: Primera proceso:
precipitacién con sulfato de Masa de sulfato de amanio: 55g . Contenido de nitrégeno
amenlo por fitro de solucion de toxoide protefnico Titulo de
tetanico ajustado a 1500LFmL floculacién
Precipitacién Etapa 15:;?;;“3: 2:352“’6" con Masa de sulfato de amonio: 130 g/l. de solucion de
toxoide tetdnico ajustado a 1500LFmL
Y Centroles durante
A Etapa 16: Didlisls . Duracién: al menos 48 horas el proceso:
Temperatura: +2 ¢C a +8 °C . Tftulo de floculacion
- . Prueba de cloruro de
Dilisis bario
Y
Toxoide tatsnico
concentrado y dializado
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Descripcién del proceso Parametros de produccion Coi t@egm?‘*
Toxoide tetdnico
concentrado y dializado
A l
Prefiltracién Etapa 17:
Adicién de sales 17a: Prefittraclén
Filtracion de ajuste
de pH y volumen .
17b: Adicidn de sales
17¢: Ajustes de pH y volumen .pH:6.7-7.1
, volumen de la solucién de
toxoide ajustada a 5000 L¥mL Controles duranite
17d: Filtracién &l proceso:
l Carga biolégica
Y Tox:l:d tdé: i : Pruebas de liberacién del control de
Almacenamiento a +52C . cgludad:
5390 Titulo de floculaclén, contenido de
nitrdgeno proteinico, pureza antigénica,

contenido de formaldehido, esterilldad
bacteriana y fingica, ausencia de toxina
e irreversibilidad del toxoide.

2.2  Mezcla, concentracién y diafiltracion (etapas 10, 11 y 12)

e FEtapa 10: Mezcla

Se pueden agrupar, antes del paso de purificacion, desde 3 hasta un méximo de 5 de los lotes de
CTT obtenidos.

s Etapa 11: Concentracion

La concentracidn se realiza mediante un modulo de ultrafiltacion con un corte de membrana de 10
KDa aproximadamente, para alcanzar un volumen final de 30 L a 70 L.

o Etapa 12: Diafiltracién

Luego, el concentrado obtenido se diafiltra contra agua fisiolégica tamponada (vea el capitulo
5.1).

Al final del paso de diafiltracion, el toxoide tetinico concentrado y diafiltrado resultante se
transfiere al tanque de precipitacién.
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2.3  Ajuste del volumen (Etapa 13)

El volumen de toxoide tetanico concentrado y diafiltrado se ajusta con agua ﬁs1olog1ca tamponada
(vea el capitulo 5.1) para alcanzar una concentracién de 1500 £ 250 Lf/mL.

Se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el capitulo 4.1.2).

2.4  Precipitacion (Etapas 14 y 15)

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

¢ Etapa 14: Primera precipitacién con sulfato de amonio

En el tanque que contiene el volumen ajustado de toxoide tetdnico concentrado y diafiltrado, el
producto se conserva a temperatura ambiente (por ejemplo, +19 °C a+25 °C).

Luego, se agrega sulfato de amonio en condiciones de agitacién hasta una concentracion de
55 g/L de solucién de toxoide tetanico concentrado y diafiltrado ajustado a 1500 Li/mL.

Después de una fase de agitacion, comienza una fase de decantacién durante un minimo de 8
horas, mientras la temperatura se mantiene a temperatura ambiente (por ¢jemplo de +19°Ca
+25°C). Se toma una muestra para los controles durante ¢l proceso (vea el capitulo 4.1.2).

¢ Etapa 15: Segunda precipitacién con sulfato de amonio

Luego, se agrega sulfato de amonio en condiciones de agitacion hasta 130 g/L de solucion de
toxoide tetdnico concentrado y diafiltrado ajustado a 1500 L/mL.

Después de una fase de agitacion, comienza una fase de decantacién durante un minimo de 8
horas, y la temperatura se mantiene a temperatura ambiente (por ejemplo de +19 °C a +25°C).

Después de este periodo, el precipitado se recolecta por centrifugacién y se vuelve a suspender en -
agua purificada (un litro por kilogramo de precipitado).

2.5 Dialisis (etapa 16)

El precipitado suspendido se distribuye en membranas de didlisis. La didlisis se lleva a cabo en
una camara fria (a +5 °C £ 3 °C) contra agua purificada (mediante alimentacién continua) durante
por lo menos 48 horas.

Al fina] de la etapa de di4lisis, se recolecta el contenido de las membranas de dialisis, se cosecha
una muestra para los controles durante el proceso (vea el capitulo 4.1.2) y finalmente se transfiere
el toxoide tetdnico concentrado y dializado al tanque de filtracion.

2.6  Prefiltracién, adicién de sales, ajuste de pH y volumen y filtracién (etapa 17)

s Etapa 17a; Prefiltracion
El toxoide tetanico concentrado y dializado se prefiltra a 0,2um
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¢ Etapa 17b: Adicidn de sales

Se prefiltran 10 L de solucion de cloruro de sodio y sales de glicina (vea la composicion eh*-gNm?‘
capitulo 5.2) y se mezclan con el toxoide tetdnico concentrado y dializado.

k,g-‘

e FEtapa 17¢: ajuste de pH v volumen

El pH de esta solucién final se determina y se ajusta con fosfato disédico 0,3 M (vea el capitulo
53)a6,7—17,1.

Luego se ajusta el volumen de la solucidn tetanica con agua purificada para obtener un titulo final
de aproximadamente 5000 L{/mL.

e Etapa 17d: Filtracién

Se toman muestras para un control durante el proceso antes de la filtracién (vea el capitulo 4.1.2).

La solucién, filtrada a través de un filtro con poros de 0,2 pm, constituye el toxoide tetdnico
purificado, que se almacena a +5°C =+ 3°C (vea la seccién 3.2.8.7.1 Resumen de estabilidad y
conclusiones).

Se toman muestras para los controles de calidad (vea la seccion 3.2.8.4.1 Especificaciones).
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3 Condiciones de llenado y almacenamiento

Fl toxoide tetanico crudo (CTT) intermedio se puede almacenar a +5 °C £ 3 °C durante 16

semanas en tanques de acero inoxidable (vea la seccion 3.2.5.2.4 Controles de los pasos criticos e
intermedios).

El toxoide tetdnico purificado (PTT) se distribuye para almacenarlo en matraces de polipropileno
(vea la seccion 3.2.S.6 Sistema de cierre del envase).

El principio activo PTT se puede almacenar a +5 °C + 3 °C durante 36 meses (vea la.seccion
3.2.5.7.1 Resumen de estabilidad y conclusiones).
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4  Controles durante el proceso

4.1 Panorama de los controles durante el proceso

4.1.1 Detoxificacion de la toxina tetanica

Los controles durante el proceso aplicados durante la detoxificacién de la toxina tetdnica se
presentan en la tabla 1.

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

Pasos de elaboracién Controles durante el proceso
Pruebas Criterios / limites de Justificacién
aceptacion
Etapa 9: Detoxificacién Titulo de floculacidn 400 - 600 Lf/mL Verificar la cantidad de toxoide

(Ph. Eur. 2.7.27, edicién
actual, prucba de Ramon)

Contenido de nitrdgeno 03al3gL Verificar la cantidad de
proteico proteinas

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

Contenido de formaldehido =290 pg/mL Seguir el proceso de
libre detoxificacién

(con base en la monografia
2.4.18 de la Ph. Eur. edicién
actual, método de Nash)

pH 6,8-83 Seguir el proceso de
(Ph. Eur. 2.2.3, edicion actual detoxificacion
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4.1.2

Purificacion del toxoide tetanico

W\‘I.J‘Vf, "‘1. ,

Los controles durante el proceso aplicados durante la purificacion de la toxina tetdnica se

presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Controles durante el proceso aplicados en la detoxificacién de la toxina tetanica

Controles durante el proceso

Pasos de elaboracién

Pruebas

Criterios / limites de
aceptaciéon

Justificaciones

Toxoide tetanico
concentrado y diafiltrado

Etapa 13: Ajuste del
volumen

Titulo de floculacion
(Ph. Eur. 2.7.27, edicion
actual, prueba de Ramoen)

Contenido de nitrégeno
proteico

(con base en la menografia
2.5.9 de la Ph. Eur. edicidén
actual, método de Kjeldahl)

Contenido de formaldehido
libre

(con base en la monografia
2.4.18 de la Ph. Eur, edicién
actual, método de Nash)

1250 - 1750 Lf/mL

<4gl

<250 pg/mL

Determinar la pureza
antigénica

Determinar la pureza
antigénica

Seguir el proceso de
eliminacion del
formaldehido

ftapa 14: Primera
precipitacién con sulfato
de amonio

Titulo de floculacién
(Ph. Bur. 2.7.27, edicién
actual, prueba de Ramon)

Contenido de nitrégeno
proteico

{con base en la monografia
2.3.9 de la Ph. Eur. edicién
actual, métode de Kjeldahl)

No hay criterios de aceptacidn

<4 gl

Monitorear el proceso
(pureza antigénica)

Meonitorear el proceso
{pureza antigénica)

Etapa 16: Didlisis

Prueba con cloruro de bario
{Método interno)

No se detectd sulfato de
amonio

Verificar la ausencia de
sulfato de amonio después
de fa dialisis

Titulo de floculacion
(Ph. Eur. 2.7.27, edicion
actual, prueba de Ramon}

No hay criterios de aceptacion

Calcular el volumen tedrico
de toxoide en 5000 Lf/mL
aproximadamenie

Toxoide tetdnico
purificado

Etapa 17d: Filtracién

Carga bigldgica (antes de la
filtracion)

(Ph. Eur. 2.6.12, edicion
actual)

<50 UFC/mL

Monitorear el nivel de
contaminacion bioldgica
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