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1 Panorama del proceso de elaboracion

El principio activo estd compuesto por dos proteinas antigénicas, el toxoide pertisico purificado
adsorbido y la hemaglutinina filamentosa purificada adsorbida (FHA). Estas proteinas se obtienen
de la Bordetella pertussis.

Ambos antigenos pertisicos (la FHA nativa purificada y la toxina pertlsica nativa purificada) se
obtienen a partir del mismo proceso de fermentacion y se procesan por separado mediante
cromatografia de adsorcién y cromatografia de afinidad. Luego, la toxina purificada nativa se
detoxifica utilizando glutaraldehido (GTA) como agente detoxificador. La FHA purificada, la cual
se somete a pruebas de rutina para comprobar que estd completamente desprovista de actividad
toxica, se utiliza en su forma nativa. Ambos antigenos (el toxoide pertisico purificado en solucion
y la FHA purificada en solucién) luego se adsorben por separado en hidréxido de aluminio.

En la figura | se presenta el panorama del proceso de elaboracidn. Este incluye los siguientes
pasos:

¢ Fermentacion, incluidos los precultivos y los cultivos industriales,

s  Separacion de las dos proteinas antigénicas mediante cromatografia de adsorcion
¢ Purificacton de las dos proteinas antigénicas de manera independiente

¢  Detoxificacion de la toxina pertusica purificada

e  Adsorcidn en hidréxido de aluminio para cada proteina purificada
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A Bordetefia periussis
Lote de siembra de trabajo liofilizado

- Precultivos
=Cultivo industrial
- Centrifugado

k 4

FERMENTAGION Centrifugade de cultvo J
- Clarificacién
- Cancentracion
- Enjuague

h 4
Filtrado de cultiva

V concentrado
A
4——— Cromategrafia de adsorcidn
Sobrenadante Respaldo de cromatografia
{que contienePT) {que contiene FHA)
PURIFICACION
— Cromatografia de afinidad
—— Precipitacian de sulfato de amonia —
h 4 A 4
TOXINA PERTUSICA . .
PURIFICADA NATIVA A ’FHA p“"ﬁ.‘:afa nit;i:
Almacenamiento a +5°C + macenamiento *
3°C 3%
Y — Diafiltracién
DETOXIFI(J}AC[QN DE Detaxificacion con
TOXINA PI‘ERTUSICA glutaraldehido
Diafiltracién
Prefiltracion de 0,45y 0,2 pm Prefiltracidn de 0.2 ym
Fittraclon de
v 0.2pm
TOXOIDE PERTUSICO FHA PURIFICADA EN
PURIFICADO EN
SOLUCIEN SOLUCION
ADSORCION
Al (OH)s
h
TOXOIDE PERTUSICO FHA PURIFICADA
PURIFICADO ADSORBIDO ADSORBIDA
Almacenamianto a +5°C = Almacenamiento a +3°C +
joC 3°C
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2  Definicién del tamaiio del lote

El tamafio de lote del cultivo industrial es de aproximadamente 8000 litros antes de procesar los
pasos de purificacién. La purificacidn del cultivo de 8000 litros permite obtener los antigenos
pertisicos nativos purificados: toxina pertasica y FHA. Luego, se pueden utilizar cantidades
variables de antigenos pertlsicos purificados nativos en forma de precipitado para producir
antigenos adsorbidos de entre 20 g para lotes de pequefia escala y 45 g para lotes a gran escala
antes de la adsorcidn en hidréxido de aluminio.

El tamafio usual del lote de la FHA y del PTxd purificados adsorbidos varia de 15 a 75 litros,
segin el rendimiento y tamafio del lote inicial.

3 Sistema de numeracion de lotes

El niimero de lote es una secuencia de caracteres {inica y no descriptiva que un sistema
informatico asigna a cada lote de siembra de trabajo, intermedios y principio activo.

En la figura 2 se presenta un ejemplo del sistema de numeracién de lotes.
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Cultivo y cosecha celular

Lista de abreviaturas: vea 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion

1 Fermentacion de la Bordetella Pertussis y cosecha

El esquema del proceso para la fermentacion de la Bordetella pertussis y cosecha se proporciona
en la figura 1.
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)

Seccién 3.2.5.2.2
Cultivo y cosecha celular.

Figura 1: Diagrama de flujo de la fermentacion y la cosecha

FERMENTACION

Descripcion del proceso Parametros de produccitn

Controles

WL liofilizado
Regenerada en caldo de tripcasa de soja
Y en medio SS-SAT).

H «T*C: +36"C = 1°C
{4 flasks)

Ineculacidnon en agar de BG +

Sangre avina dasfibrinada

Efapa 2: 28 pracyitive =T +36°C £ 1°C
(prefermentador 10 1)

~ Inoculacién en medlo S5-SAT

qua contlane soluclén

complemeantarla

- Antiespumante”

«T°C: +36°C = 1°C

Ftapa 3: 3er preculivo
{prefermentador 100 L)
- Ingculacidn En medio SS-SAT que
contiene solucion complementaria-
Antiespumanta®

|
Etapa 4: 4th precultivg - TG +368°C 2 1°C
{prefermentador 1000 L)
- Inoculaciénin medio SS-SAT
que contieneg solucidn
complementaria-
- Antlespumarie*

1

, -T°C: +36°C £ 1°C

Controles durante el
pracesa:
- Gram*

Controles durante el
procesq:
© - Gram
= ODggo: 0.4 - 1.2
= pH final: 7.2-7.8

Controles durante el
proceso:

- Gram

- ODgso: 0.4 -1.2

- pH final: 7.2-7.8

Controtes durante el
proceso:

= Gram

- ODs50: 0.4-12

= pH final : 7.2-7.8

Controles duranta al

proceso:
(farmentator 8000 L) « Gram

- Inoculacidn en medio SS-SAT _ Pureza
que centiene soluclén - ODgsg 2 3.1
camplementaria
- Antiespumante™
- Metilcelulosa
- Solucidn de L-Prolina

6a: Centrifugacion y darificacion

6b: Concentracion

Flitragio de cuitive
concantrada
6c: Transferencia a 2 tanque maviles
Cosecha I
Filtrado de cultivo Filtrado de cuhiva
concentrado concentrado
{tanqua movil 750 L) l {tanque movil 750 L)
6d: Agregada de timerosal
PURIFICACION
*Cptional
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sanofi pasteur Seccién 3.2.5.2.2
Vacuna contra la fos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Cultivo y cosecha celular

1.1  Proceso de fermentacion (etapas 1 a 5)

El proceso de fermentacion estd compuesto por cuatro cultivos previos y un cultivo in@
1.1.1  Amplificacién del cultivo (etapas 1 a 4)

e  FEtapa I: Primer cultivo previo

Los lotes de siembra de trabajo (WSL) liofilizados se reconstituyen en caldo de tripcasa de soja y
medio SS-SAT (vea el capitulo 3). El WSL reconstituido se inocula en agar de Bordet Gengou
(BG) que contiene sangre ovina desfibrinada. Se preparan cuatro matraces a partir de cada WSL y
se incubana+36°C+1°C.

Al final de esta fase se toman muestras para Jos controles durante el proceso (vea el pérrafo 2.1).
o Etapa 2: Segundo cultivo previo
Este cultivo previo se lleva a cabo en un prefermentador de 10 litros.

El medio SS-SAT que contiene solucién suplementaria (vea el capitulo 3) se introduce en el
prefermentador suministrado por aire y sometido a agitacion. Luego, el contenido de los matraces
se inocula dentro del prefermentador, el cual se incuba a 36 °C £ 1 °C. Finalmente, se agrega
antiespumante, cuando sea necesario.

Al final de esta etapa se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el parrafo 2.1).
e FEtapa 3: Tercer cultivo previo
Este cultivo previo se lleva a cabo en un prefermentador de 100 litros.

El medio SS-SAT que contiene solucidn suplementaria se introduce en el prefermentador
suministrado por aire y sometido a agitacion. Luego, el segundo cultivo previo se inocula dentro
del prefermentador, el cual se incuba a 36 °C + 1 °C. Finalmente, se agrega antiespumante cuando
sea necesario.

Al final de esta etapa se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el parrafo 2.1).
e  Etapa 4: Cuarto cultivo previo
Este cultivo previo se lleva a cabo en un prefermentador de 1000 litros.

El medio SS-SAT que contiene solucién suplementaria se introduce en el prefermentador
suministrado por aire y sometido a agitacién, Luego, el tercer cultivo previo se inocula dentro del
prefermentador, el cual se incuba a 36 °C & 1 °C,

Finalmente, se agrega antiespumante cuando sea necesario.

Al final de esta fase se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el parrafo 2.1).
1.1.2  Cultivo industrial (etapa 3)

Este Gltimo paso de fermentacidn se lleva a cabo en un fermentador de 8000 litros.

RA_0301916 Informacion confidencial/propietaria
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Cultivo y cosecha; -

El medio SS-SAT que contiene solucién suplementaria se introduce en el fermentador ¢
suministrado por aire y sometido a agitacién. Luego, el cuarto cultivo previo se inocula e ENTe
fermentador.

Finalmente, se agrega antiespumante cuando sea necesario.

Durante esta etapa, en un momento que depende del desarrollo bacteriano, se afiade metilcelulosa
y prolina.

El pardmetro controlado durante el cultivo industrial es la temperatura (+ 36 °C £ 1 °C). El cultivo
se mantiene bajo aireacion con aire comprimido en profundidad durante un periodo méximo de 44
horas (normalmente, entre 30 y 44 horas).

El crecimiento del cultivo se detiene enfriando el tanque de fermentacion (entre + 5 °C y + 15 °C)
mientras se mantiene con agitacién durante un méximo de 12 horas.

Al final de esta etapa se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el parrafo 2.1).

1.2  Cosecha (etapa 6a a 6d)

»  Etapa 6a: Centrifugacion y clarificacion

El sobrenadante se cosecha mediante centrifugado continuo y luego se clarifica mediante un
sistema de filtracion (filtro final de 0,2 um) para eliminar las células bacterianas.

e Etapa 6b: Concentracion

Luego, el sobrenadante (que contiene PT y FHA) se concentra mediante ultrafiltracién. Las
membranas se enjuagan con tampon de carbonato. La temperatura del tanque de concentracién se
mantiene por debajo de los + 15 °C.

s Efapas 6cy 6d: Transferencia en tanques moviles y adicién de agente antimicrobiano

El filtrado del cultivo concentrado se transfiere a dos tanques méviles de 750 litros. Luego se
agrega el agente microbiano timerosal a cada tanque mévil.

Finalmente, los dos tanques méviles se transfieren al edificio de purificacién.
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Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd)

Seccion 3.2.5.2.2
Caultivo y cosecha celular

2 Controles durante el proceso

2.1 Panorama general de los controles durante el proceso, aplicados en la
fermentacién y cosecha de la Bordetella Pertussis

Los controles durante el proceso aplicados en la fermentacion de la Bordetella pertussis y cosecha

se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Controles durante el proceso aplicados durante la fermentacién y cosecha dela

Bordetella pertussis

Pasos de elaboracién

Controles durante el proceso

Pruebas

Criterios de
aceptacién/limites

Justificacién

Fase 1: 1% cultivo previo Tincidn de Gram

Cocobacilos Gram negativos

Controlar la pureza del cultivo

Fase 2: 2° cultivo previo Tincién de Gram

Cocobacilos Gram negativos

Controlar la pureza del cultivo

DOgso

Deddal2

Estandarizar el indculo para el siguiente paso y
controlar el crecimiento bacteriano

pH final

De72a78

El pH se relaciona con el crecimiento
bacteriano. El criterio de aceptacidn se basa en
los datos histéricos

Fase 3: 3% cultivo previe | Tincién de Gram

Cocobacilos Gram negativos

Controlar la pureza del cultivo

DOgso

De0,4al2

Estandarizar el indculo para el siguiente paso y
controlar el crecimiento bacteriano

pH final

De72a78

El pH s¢ relaciona con el crecimiento
bacteriano. El criterio de aceptacion se basa en
los datos histéricos

Fase 4: 4° cultivo previo Tingion de Gram

Cocobacilos Gram negativos

Controlar la pureza del cultivo

DOgso De(4al,2 Estandarizar ¢l indculo para el siguiente paso y
controlar el crecimiento bacteriang
pH final De72a7,8 El pH s¢ relaciona con el crecimiento

bacteriano. El criterio de aceptacion se basa en
los datos histéricos

Etapa 5: Cultlvo industrial | Prueba de pureza

Crecimiento en diferentes
medios seleccionados

Controlar la pureza del cultivo

Tincidn de gram

Cocobacilos gram negativos

Controlar 1a pureza del cultivo

ODgo

23,1

Garantizar un ¢recimiento minimo

RA_0301916
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sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2,2
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Cultivo y cosecha celg!m:mv

g &
3 Medios de cultivo, tampones y otros aditivos utilizados durante el e
cultivo celular y 1a cosecha

3.1 Caldo de tripcasa de soja

Este es un caldo listo para usarse que contiene:
¢ Peptona de caseina

¢ Fosfato disédico

¢ Glucosa

e  Cloruro de sodio

s Peptona de soja

e Agua purificada
3.2 Medio Stainer y Scholte - medio SAT (Medio SS-SAT)

+  Glutamato de sodio

e L-prolina

¢ Fosfato dihidrogenado de potasio (KH,PO4)

¢ Cloruro de potasio (KCl)

*  Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl, 6H;0)
e  (loruro de calcio (CaCl; 2H;0)

o Tris

e Hidrolizado acido de caseina

*  Cloruro de sodio (NaCl)

e [-ciclodextrina

e Agua purificada
El pH se ajusta con HCl si es necesario.

El medio se esteriliza en autoclave (al menos +121 °C durante alrededor de 30 minutos) o se filtra
(0,2 um).

3.3  Solucién suplementaria

¢ Clorhidrato de 1.-cisteina
e  Sulfato ferroso (FeSO,; 7H,0)

e Acido ascorbico

RA_0301916 Informacién confidencial/propietaria
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sanofi pasteur Seceidn 3.2.8.2.2
Vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (FHA-PTxd) Cultivo y cosecha celular

e Glutatién

»  Acido nicotinico
e Acido clorhidrico (HCI)

e  Apgua purificada
El pH se ajusta con NaOH si es necesario.

El medio se filtra (0,2 pm).
3.4  Metilcelulosa /Solucién de L-prolina

¢ Medio SS-SAT (vea el parrafo 3.2)

¢ Metilcelulosa

¢ L-prolina

e  Apgua purificada

*  Adicioén de solucién suplementaria (vea el parrafo 3.3)

Las soluciones de metilcelulosa y L-prolina se pueden preparar por separado.

La solucién se filtra (0,2 pm).
3.5 Medio de agar de Bordet Gengou con sangre ovina desfibrinada

e [Fécula de papa

¢  Cloruro de sodio (NaCl)
e Peptona de trigo

e  Agar

e  licerol

* Agua purificada
El pH se ajusta con NaOH si es necesario.

Este medio se esteriliza en autoclave (al menos a +121 °C durante alrededor de 30 minutos).
Luego se agrega la sangre ovina desfibrinada al agar previamente enfriado a entre 45 °C y 50 °C.

3.6 Tampén de carbonato

Carbonato de hidrégeno sddico (NaHCO3)

Agua purificada

El pH se ajusta con carbonato de sodio (Na,CO; 10H,0)
El tampon se filtra (0,2 pm).
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3.2.8.2.2

Reacciones de Purificacién y Modificacion - FHA PTxd
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