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

1 Panorama

La vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos componentes (toxoide pertasico purificado
adsorbido, PTxd, y FHA purificada adsorbida) se obtienen del mismo proceso de fermentacidn y
se procesan de manera independiente por medio de cromatografia de adsorcion y cromatografia de
afinidad. Luego, se detoxifica la toxina perttisica purificada nativa utilizando glutaraldehido
(GTA) como agente detoxificador. La FHA purificada, que de manera rutinaria se ha demostrado
que no presenta actividades toxicas, se utiliza en su forma nativa. Posteriormente, los dos
antigenos (PTxd purificado en solucién y FHA purificada en solucién) se adsorben por separado
en hidréxido de aluminio.

El proceso de elaboracion que se describe en 3.2.8.2.2 Cultivo celular y cosecha y3.2.8.2.2
Reacciones de purificacién y modificacion identifica los siguientes intermedios de produccidn;

¢ FHA purificada nativa,

* FHA purificada en solucién,

+ toxina pertsica purificada nativa (PT),

* toxoide pertlsico purificado (PTxd) en solucién.

Los pasos criticos y las descripciones de las especificaciones, los métodos analiticos y los estudios
de estabilidad de {os intermedios se suministran mas adelante en este documento.

2 Pasos criticos

Los siguientes pasos describen el proceso de elaboracién del principio activo (detallado en
3.2.5.2.2 Cultivo celular y cosecha y 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacion y modificacion):

¢  Fermentacion, incluidos los cultivos previos y el cultivo industrial,

¢ Separacion de las dos p.roteinas antigénicas por medio de cromatografia de adsorcion,
* Purificacién de las dos proteinas antigénicas de manera independiente,

» Detoxificacién de la toxina pertlisica purificada,

* Adsorcién en hidréxido de aluminio para cada proteina purificada.

Estos pasos estan impulsados por los parametros de produccién y los controles durante el proceso
(detallados en 3.2.5.2.2 Cultivo celular y cosecha y 3.2.5.2.2 Reacciones de purificacién y
modificacion, y en 3.2.8.2.5 Validacion y/o evaluacién del proceso).

Las especificaciones y los métodos de prueba para el principio activo (FHA y PTxd) se describen
en 3.2.8.4.1 Especificacién y 3.2.5.4.2 Procedimientos analiticos.

Segln los resultados de validacién, que demuestran que el proceso de elaboracién se puede
reproducir y estd bajo control (vea 3.2.5.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso), los pasos
suministrados en la tabla 1 se consideran criticos para el proceso de elaboracién de la vacuna
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¢ intermedios

purificada adsorbida).

Tabla 1: Pasos criticos del proceso de elaboracién de la vacuna contra la tos ferina,

de dos componentes (FHA-PTxd)

Pasos criticos

Control de criticidad

Objetivo del paso

Detoxificacion de la PT con GTA (paso
18)

El paso de detoxificacién estd controlado
por:

- el menitoreo de los pardmetros de
produccion y

- los datos de validacién (vea 3.2.5.2.5
Vaiidacién y/o evaluacion del proceso)

Detoxificar la toxina pertiisica nativa,
con el fin de obtener el toxoide pertisico
purificado en solucidn,

Filtracién estéril para obtener ¢l
toxoide pertiisico purificado en
solucion (0,22 pm}) (paso 22)

Se realiza una prueba de carga bioldgica
antes de la prueba de filtracidn estéril.

El paso de filtracién estéril esta
controlado por:

- los datos de validacion (vea 3.2.5.2.5
Validacién y/o evaluacidn del proceso)

- una prucba de liberacion.

La filtracién estérit del PTxd en solucién
se realiza para obtener un producto estéril
antes del paso de adsorcibn en hidrdxido
de aluminio.

Filtracién estéril para obtener FHA
purificada en solucién (0,22 pm) (paso
15%

Se realiza una prueba de carga bioldgica
antes de la prueba de filtracidn estéril.

El paso de filtracion estéril esta
controlado por:

- los datos de validacidn (vea 3.2.5.2.5
Validacién y/o evaluacién del proceso)

- una prueba de liberacidn,

La filtracién estéril de la FHA en
solucidn se realiza para obtener un
producto estéril antes del paso de
adsorcion en hidréxido de aluminio.

La estabilidad del PTxd purificado adsorbido (final del paso 24b) durante €l almacenamiento se
controla por el tiempo y la temperatura, con ¢l fin de evitar la degradacién. El estudio de
estabilidad se presenta en 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones sobre la estabilidad.

La estabilidad de la FHA purificada adsorbida (final del paso 17°) durante el almacenamiento se
controla por el tiempo y la temperatura, con el fin de evitar la degradacion. El estudio de
estabilidad se presenta en 3.2.S.7.1 Resumen y conclusiones sobre la estabilidad.
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3 Intermedios

Los intermedios involucrados en la elaboracién de la vacuna contra la tos ferina, acelular, de dos
componentes (toxoide pertiisico purificado adsorbido (PTxd) y FHA purificada adsorbida) son los
siguientes:

¢ FHA purificada nativa,

¢ FHA purificada en solucion,

e toxina pertlsica purificada nativa,

e toxoide pertiisico purificado en solucion.

Cada intermedio se somete a las pruebas de control de calidad que se especifican a continuacion.

3.1  Especificaciones

Las especificaciones de los intermedios se presentan mas adelante, de la Tabla 2 a la Tabla 5 del
presente documento.

Tabla 2: Especificaciones para la FHA purificada nativa

Pruchas

Requisitos

Métodos

Criterios de aceptacidn

Contenido proteico

Ph. Eur. 1934,
edicion actual

Segiin Ph. Eur. 2.5.16, edicion
actual
(método de

Para célculo

TR
S 878 Lowry/espectrofotometria a 760 nm)
SDS-PAGE Ph. Eur. 1934, | Ph. Eur. 2.2.31, edicién actual Perfil electroforético comparable con
edicién actual | Electroforesis en condiciones de el perfil de la referencia
TRS 878 reduccién

Identificacién de 1a FHA

Ph. Eur. 1934,
edicién actual

TRS 878

Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual
Método de difusién doble de
QOuchterlony en gel

Positivo

Actividad de
agrupamiento en células
CHO

Ph. Eur, 1934,
edicién actual

TRS 878

Observacion del efecto citopatico de
la FHA purificada nativa sobre las
células CHO

Sin efecto citopatico

Actividad de Ph. Eur. 1934, | Segin Ph. Eur. 1356, edicién 200 000 a 2 500 000 UHA/mg de
hemaglutinacién edicién actusl | actual proteinas
Actividad de hemaglutinacion THA con colesterol = 80 %
TRS 878 , 3
contra glébulos rojos de ganso
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Tabla 3: Especificaciones para la FHA purificada en solucién

H
LS LSS

Pruebas

Requisitos

Meétodos

g |

Criterios de aceptacién

3

Contenido proteico

Ph. Eur. 1934,
edicion actual

TRS 878

Segiin Ph. Eur. 2.5.16, edicidn
actual

(método de
Lowry/espectrofotometria a 760 nm)

350a2 100 ug/mL

Antigenicidad

Ph. Eur. 1934,
edicidon actual

Ph, Eur. 2.7.1, edicidn actual
método ELISA

Actividad especifica (UE/mg de
proteinas) > limite de confianza
inferior (Z = 0,95) de la actividad

TRS 8§78
especifica de los fotes de produceion
Contenido de endotoxinas | Ph. Eur, 1934, | Ph. Eur. 2.6.14, edicién actual <150 Ul/mg de proteina
edicion actual | Prueba de cinética cromogénica
TRS 878

Tabla 4: Especificaciones para la toxina pertisica purificada nativa

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacion
Contenido proteico Ph. Eur. 1934, | Segin Ph. Eur. 2.5,16 , edicién Para cdleulo
edicién actual | actual
TRS 878 (método de
Lowry/espectrofotometria a 760 nm)
SDS-PAGE Ph. Eur. 1934, | Ph. Eur. 2.2.31, edicion actual Perfil electroforético comparable con
edicidn actual | Electroforesis en condiciones de el perfil de la referencia
TRS 878 reduccion Posible presencia de banda

complementaria de FHA aceptable si
representa menos del 2 % de las
proteinas totales

Identificacién de la toxina
pertusica

Ph. Eur, 1934,
edicidn actual

Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual
Método de difusion doble de
Ouchterlony en gel

Positivo

TRS 878
Actividad de Ph. Eur. 1934, | Observacion del efecto citopatico de | Actividad citopatica (CPU/pg de
agrupamiento en células edicién actual | la toxina pertdsica purificada nativa | proteina) > limite de confianza inferior
CHO TRS 878 en células CHO (F = 0.95) de actividad citopatica de la

referencia

Actividad de
hemaglutinacion

Ph. Eur. 1934,
edicién actual

TRS 378

Segiin Ph, Eur. 1356, edicién
actual

Actividad de hemaglutinacién
contra gldbulos rojos de ganso

20 000 a 500 000 UHA/mg de
proteinas
IHA con colesterol < 20 %

Tabla 5: Especificaciones para el

toxoide pertisico purificado en solucion

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacidn
Contenido proteico Ph. Eur. 1934, | Segin Ph. Eur. 2.5.16 , edicién 50 a 180 pg/mL
edicidn actual | actual
TRS 878 (método de
Lowry/espectrofotometria a 760 nm)
Contenido de Ph. Eur, 1934, | Espectrofotometria a 482 nm <§ pg/mlL
glutaraldehido residual edicién actual
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Irreversibilidad del Ph. Eur. 1934 | Segén Ph. Eur. 1356, edicién 293 % de vida j FG‘;ICJ \
toxoide pertisico a +5 °C actual i T il
3°Coa+37°C+2°C Actividad de sensibilizacion a la s |
histamina en ratones AN 2

Antigenicidad Pk. Eur. 1934, | Ph. Eur. 2.7.1, edicién actual Actividad especifica (UE/mg de S e

edicion actual | método ELISA proteinas) > iimite de confianza

TRS 878 inferior (P = 0,95) de 1a actividad

especifica de los lotes

Contenido de endotoxinas | Ph. Eur. 1934, | Ph. Eur. 2.6.14, edicién actual <3 500 Ul/mg de proteina

edicién actual | Prueba de cinética cromogénica

TRS 878
Actividad de Ph. Eur. 1934, | Observacion del efecto citopétice Sin efecto citopético
agrupamiento en células edicion actual | del toxoide pertisico purificado
CHO TRS 878 nativo sobre células CHO

3.2  Procedimientos analiticos

Para los procedimientos analiticos descritos en la Ph. Eur., se suministra la referencia y se
mencionan detalles especificos, si corresponde.

Para los procedimientos analiticos no descritos en la Ph. Eur., los métodos se resumen mds
adelante en este documento.

En la tabla 6, se proporciona un panorama de las pruebas realizadas en los intermedios.

Tabla 6: Panorama de las pruebas realizadas en los intermedios

Pruebas FHA purificada Toxina pertisica FHA purificada en Toxoide pertasico
nativa purificada nativa solueion purificado en
solucion
Contenido proteico X X X X
SDS-PAGE X X / /
Identificacion X X / /
Actividad de agrupamijento enn | X X / X
células CHO
Actividad de hemaglutinacion | X X / X
Antigenicidad / / X X
Contenido de endotoxinas / / X X
Contenido residual de / / / X
glutaraldehido
Irreversibilidad del toxoide / ! / X
pertiisicoa +5°C£3°Coa
+37°C+£2°C

Los métodos analiticos para las pruebas realizadas en los intermedios se proporcionan a
continuacion.
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3.21  Contenido proteico i-‘ (t

El método se basa en la Ph. Eur. monografia 2.5.16 (protefnas en las vacunas de polisacérido'
el método de Lowry).

Principio
La adicidn de una sal de cobre en un medio alcalino, seguida por reactivo de Folin CIOCALTEU,

a una solucion de proteinas produce un color azul oscuro, su intensidad se mide por
- espectrofotometria a 760 nm.

Equipo
* Equipo estdndar de laboratorio.
* Espectrofotémetro para UV visible.

Reactivos (las cantidades son indicativas y se pueden multiplicar o dividir por un factor
determinado si es necesario)

* NaOHO,I N

o Carbonato de sodio al 2 % p/v (reactivo A):

Carbonato de 50dio anhidro......oeveeeeceiec e 40g
Agua purificada ...cvviciiiceeen ettt 400 mL
NAOH ..ottt sttt &g
Agua purificada ... e hasta 2000 mL

Conservar a temperatura ambiente

e Sulfato de cobre al 1 % p/v en agua purificada
Conservar a temperatura ambiente

» Tartrato de sodio al 2 % p/v en agua purificada
Conservar a +5 °C 4= 3 °C

e Reactivo B:

Sulfato de cobre al 1 % + tartrato de sodio al 2 % que se mezclardn extemporaneamente en
volimenes iguales.

Conservar a temperatura ambiente
¢ Reactivo C: solucidn alcalina de cobre

50 volamenes del reactivo A para 1 volumen del reactivo B. Mezclar. Preparar justo antes de
usarlo.

¢ Reactivo Folin CIOCALTEU: el reactivo puro se conserva a +5 £ 3 °C. Se diluira
extemporaneamente a 1/2 en agua purificada.

* Soluci6n estandar de referencia de albiimina a razén de 1 g/L en NaOH 0,1 N
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Conservar a -20 °C.

* Solucion estandar de referencia de trabajo de albimina para el rango de cahbracxon(\(

"""""""""" L
(preparar justo antes de usarla) .?% =
. . . Al
o Solucién estandar de referencia de trabajo n.° 1 a razén de 50 mg/L =
Solucion estandar de referencia de albmina a razéon de 1 g/1. ....... I mL
NAOH 0,1 Noeoeesvniineninniernrnirsesessneeesseressssesssssssssssssssessseenes hasta 20 mL
»  Solucion estandar de referencia de trabajo n.° 2 a razon de 200 mg/L
Solucidn estandar de referencia de albimina a razén de 1 g/l ....... 1 mL
NaOH 0,1 Nttt vac s hasta 5mL
¢ Solucidn de control interno de albiimina
Preparar una solucion de 80 mg/L en agua purificada de la solucion de albimina al 96 %.
Dividir en alicuotas y conservar a -20 °C.
Procedimiento operativo
Rangoe de calibracién
Control 1 2 3 4 5 &
Sofucion estindar de referencia de / 0,1 0,2 0,4 ! / /
trabajo de alblimina (1) mL
Solucién estindar de referencia de ! / / / 0,15 0,2 0,25
trabajo de albimina (2} mL
NaOH 0,1 N mL 04 0,3 0,2 / 0,25 0,2 0,15
Reactive C ml. 2 2 2 2 2 2 2
Mezclar y conservar 10 min, a temperatura ambiente
Reactivo de Folin 1’2~ mL oz o2 o2 0.2 0,2 0.2 [02
Mezclar invirtiendo los tubos.
Conservar 30 min. a temperatura ambiente en la oscuridad. La coloracidn es estable durante 60 minutos.
Alblimina (pg en la muestra de prueba) l 0 | 5 | 10 I 20 I 30 I 40 I 50

Solucién de control interno
Realizar dos analisis comenzando con muestras de prueba de 0,1 mL y 0,4 mL.
Muestras

Tomar 4 muestras de prueba x < 0,40 mL con el fin de obtener de 5 a 50 pg de proteinas. Aforar a
0,40 mL con NaOH 0,1 N.

Lectura, cdlculo, resultados

Grafique la curva de calibracién. Mida la DO de cada tubo por fotomettia a 760 nm contra el
control, Usando ]a curva de calibracion, reste la cantidad A de proteina (ug/TS) de fa DO de la
muestra de prueba.
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Criterios de validez M,

La prueba se considera valida si:

e El valor del control interno (promedio de dos pruebas) se encuentra dentro de los li '
determinados por el grafico de control de calidad; Ne

¢ Ladesviacion relativa entre dos pruebas de la misma muestra es menor o igual que 15 %;

e El valor de cada muestra analizada {(promedio de cuatro determinaciones) se debe encontrar
dentro de los limites de aceptabilidad permitidos para el producto.

3.2.2 SDS-Page

Esta prueba se aplica conforme a los requisitos de la Ph. Eur. 2.2.31 (electroforesis en condiciones
de reduccidn).

3.2.3 ldentificacion de la FHA y de la toxina pertusica
Principio
Los antigenos y los anticuerpos homdlogos se difunden en gel de agarosa. Durante la difusion, se

forman gradientes de concentracidn. Si los antigenos y los anticuerpos se encuentran en
concentraciones relativas dptimas se forma una linea de precipitacion,

Equipo

¢ Equipo estandar de laboratorio.

s Mesa nivelada.

» Camara humeda.

» Tanques de tincidn/eliminacion de tinte.
¢ Pelicula de agarosa.

Reactivos

* Antigenos estandar de referencia:
¢ Toxina pertdsica purificada nativa,
¢ FHA purificada nativa.

s Antisueros especificos:

» suero anti-FHA (caprino),

¢ suero antitoxina pertisica (caprino),
Procedimiento operativo

*  Preparacion de las muestras

¢ Esténdar de referencia: las referencias se diluyen en un tampdn de Tris-Barbital con un
pH = 9,2 (diluido a }4). Las diluciones correctas se determinan durante [a cualificacién de
cada referencia. '
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¢ Antisueros: los antisueros se diluyen en un tampdn de Tris-Barbital con un pH =9 " ,

(diluido a %%). Las diluciones correctas se determinan durante la cualificacién de ¢4 j
antisuero. : AN -

¢ Muestras analizadas: las muestras se diluyen en un tampén de Tris-Barbital con un
pH =9.2 (diluido a %) a razén de 500 ug/mL de proteinas para la FHA purificada nativa
y de 60 pg/mL de proteinas para la PT purificada nativa.

s Realizacion de la prueba

Las muestras (estandares de referencia, muestras analizadas y antisueros) se cargan en el gel de
agarosa y se deja que se difundan durante entre 12 y 24 horas a temperatura ambiente.

El gel se lava con solucién de cloruro de sodio, se enjuaga con agua purificada ultrafiltrada, se
presiona entre varias capas de papel absorbente bajo un peso de alrededor de [ kg durante al
menos 4 horas y se seca.

Luego el gel se tifie con solucion de tincion de Coomassie y se destifie usando una solucion de
acido acético y metanol.

Lectura, cdalculo, resultados

Las muestras analizadas y los sueros homélogos deben formar una linea de precipitacién idéntica
a la de los antigenos de referencia.

Criterios de validez

¢ Presencia de una linea de precipitacion entre el estandar de referencia y su antisuero
homélogo.

¢ Ausencia de una linea parasita entre el estdndar de referencia y un antisuero no homoélogo.
» Ausencia de cualquier linea parisita sobre la linea de interés.

3.2.4  Actividad de agrupamiento en las células CHO
Principio
La actividad especifica de la toxina nativa se estudia en células CHO y se cuantifica en unidades

formadoras de grupos por ug de proteinas,
La FHA y el toxoide pertisico no producen agrupamientos en las célufas CHO.

Equipo
Equipo estandar para laboratorio de virologia.
Reactivos
e (Células
= (Cepa ATCC CCL61 de CHO K.
e Medios:
¢ Medio Ham F12 con L-glutamina, gentamicina, bicarbonato y suero fetal de ternero,
¢  Tampdn de carbonato Tween (CTW): tampon de carbonato Tween con un pH de 9,6,
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¢ infermedios

s  Metanol absoluto,
s Tinte de Giemsa,
s Tripsina.

s  Reactivos criticos
e Control positivo: referencia internacional, referencia interna,
e (Control negativo: referencia interna.

Procedimiento operativo
o  Preparacidn de las células CHO

Descongele las células CHO y después de lavarlas, siémbrelas en un matraz de 75 cm? (o de
175 cm?) en medio de Ham F12 con suero fetal de ternero.

Incubar durante 48 a 72 horas a 36 °C en una incubadora de CO; al 5 %.

s Dilucién y siembra de las microplacas
® Reactivos

- Control de validez de la toxina pertisica nativa:  diluir en CTW para obtener 20 pg/mL.
A partir de esta dilucién de inicio, diluir en CTW para obtener soluciones de toxinas de
0,2 pg/mL.

- Control de validez de 1a FHA: diluir en PBS para obtener 200 pg/mL.

- Control de validez del toxoide pertlisico: diluir en PBS para obtener 100 pg/mL.
e [otes para analisis

- FHA purificada nativa: diluir en PBS para obtener 200 pg/ml..
- Toxina pertusica purificada nativa: diluir en CTW para obtener 20 pg/mL y luego 0,2 pg/mL.
- Toxoide pertasico purificado: diluir en PBS para obtener 100 ug/mL.

Distribuir 25 pL de medio de Ham F12 en cada pocillo de una microplaca y agregar 25 uL de las
diluciones de inicio en el primer pocillo (la prueba se realiza por duplicado).

De la primera fila de pocillos, realizar dos diluciones dobles.

Agregar 50 L de suspensién de células CHO (107 células/mL en medio de Ham F12 + F CS)
Incubar a 36 °C, en CO; al 5 % durante una hora, luego agregar 150 pL de medio de Ham F12 al
1% FCS (calentar previamente a 37 °C).

* Incubacion

Las microplacas se incuban a 36 °C, en CO; al 5 % durante 48 horas.

* Tincion

Tras la fijacion con metanol (5 min.), las células se tifien con solucién de Giemsa (10 %) y se
lavan con agua.

I
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e intermedios

Lectura, cdlculo, resultados

Lectura en microscopio invertido.

El titulo de la toxina se expresa en UPC/ug de proteinas.
Una unidad corresponde a la cantidad minima de toxina que induce un efecto de agrupamiento.

1 unidad formadora de agrupamiento x tiltima dilucidn positiva

cantidad de proteina en el pocillo en nanog/25 uL. x 1000 =X UPC/ug

Criterios de validez

Titulo de referencia dentro de los limites de confianza.

Aspecto celular (ausencia de toxicidad celular, uniformidad).

3.2.5 Actividad de hemaglutinacion

Esta prueba se aplica conforme a los requisitos de la Ph. Eur, monografia n.° 1356 “Pertussis
vaccine ~ acellular, component, adsorbed”.

Principio

El método se basa en la cuantificacidn de los antigenos de la FHA y' de la toxina pertisica
mediante la evaluacion de su actividad de hemaglutinacion frente a glébulos rojos de ganso.
La prueba se realiza:

* con colesterol, para estimar la actividad de hemaglutinacion de la toxina pertisica,

* sin colesterol, para estimar la actividad de hemaglutinacién de la toxina pertisica y de la FHA.
Equipo

Equipo estandar de un laboratorio de cultivo celular.

Reactivos

e Tampones:
»  Solucitn de dextrosa gelatina veronal (DGV)

¢  Solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
¢  Tampén de carbonato Tween con pH basico (CTW)

¢ Solucion de colesterol:
e Solucién madre: 2 mg/ml en alcohol etilico absoluto
¢  Solucion de trabajo: diluir extempordneamente la solucién madre en PBS a razén de
20 pg/mL (1:100)

» Suspensidn de glébulos rojos de ganso:

*  Solucién madre:  al 7 % en tampon de DGV no conservar durante més de una semana.

¢  Solucion de trabajo: diluir la solucién madre 1:10 en PBS, pH 7,2
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