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Tabla 5: Especificaciones de las suspensiones virales purificadas concentradas (tipo 1,2y 3)

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacién
Contenido proteico Pk. Eur. 0214, Segin la Ph. Eur, 2.5,16, edicion actual | Para calcular el indice de pureza,
edicion actual. . ;
Colorimetria (método de Lo .
TRS 910 ¢ wy)
Contenide de antigeno I Ph. Eur, 0214, Segn la Ph, Eur, 2,7.1, edicion actwal | Para calcular el indice de pureza.
{(mediante el método sigmoidee) | edicidn actual Método ELISA.
TRS 910
Pureza (actividad especifica) Ph, Eur, (214, Proporeitn entre el contenido proteico | Tipo | < 0,027 pg de proteina/UD*
edicion actual y ¢l contenido de antigeno D. Tipo 2 < 0,0875 ng de proteina/UD,
TRS 910 Tipo 3 < 0,030 pg de proteina/UD.
Prueba de esterilidad bacteriana | / Ph. Eur. 2.6.1, edicién actual No se observa crecimiento microbiano,
y flingica, Filtracién por membrana,
Utilizacion de 2 medios diferentes,
* UD: unidades de antigeno D.
a i
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Tabla 6: Especificaciones para los monovalentes (tipos 1,2 y 3)

Pruebas

Requisitos

Meétodos

Criterios de aceptacion

Contenido proteico

Seglin la Ph. Eur. 2.5.16, edici6n actual

Colorimetria (método de Lowry).

Para calcular el indice de pureza,

Contenido de antigeno D
(mediante ef método

Ph. Eur. 0214,
edicion actual

Segin 1a Ph. Eur, 2.7.1, edicion actual
Método ELISA.

Para calcular el indice de pureza.

sigmoideo)

Pureza ! Proporcion entre el contenido proteico < 50 ng de proteina/UD**
y ¢l contenido de antigeno D :

Contenido de formaldehide | Ph. Eur. (214, Colorimetria (método de Nash). 80+ 30 ug/mL

residual

edicion actual

Prueba de esterilidad
bacteriana y flingica

Ph. Eur. 0214,
edicion actual

Segin la Ph. Eur. 2.6.1, edicion actual

Filtracion por membrana.

No se observa crecimiento microbiano,

TRS 910
Utilizacion de 2 medios diferentes,
Cinética de inactivacidn: Ph. Eur. Inoculacién de células sensibles (Hep-2) § Eltitulo infeccioso disminuye de forma
To 0214, edicién después de 0, 24, 48, 72 y 96 horas de lineal.
T24h actual, inactivacion,
T48h TRS 910 Medicioén del titulo infeccioso.
T72h
T9%h
Célculo de la pendiente (T0,
T24h, T48h) Tipo I: entre ~0,1187 vy -0,1758.
Tipo 2: entre ~0,0955 y -0,1890,
Tipo 3; entre —0,1090 y —-0,1933.
Prueba de inactivacién Ph. Eur. Segiin la Ph. Eur. 0214, edicion actual
efectiva: 02t14,led|cmn Inoculacion en células sensibles (células
Dia 9 'Egz;aém primarias de rifion de mono), - Sin efecto citopético.
Dia 12 - Sin efecto citopdtico.
* UD: unidades de antigeno D.
i ya /R,
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3.2 Procedimientos analiticos

Para los procedimientos analiticos descritos en la Ph. Eur., se proporciona la referencia y se
mencionan detalles especificos, si corresponde. Para los procedimientos analiticos no descritos en
la Ph. Eur., se¢ presentan a continuacién métodos resumidos.

En la tabla 7 se presenta un panorama de las pruebas realizadas en los productos intermedios.

Tabla 7: Panorama de las pruebas realizadas en los productos intermedios

Métodos analiticos Células de | Sobrenadante de | Cosecha ttnica de | Suspension viral purificada Monovalente de
control las eélulas de virus concentrada tipol,203
control (tipo1,203) (tippl,203)
Ohservacién X NR* NR NR NR
Prueba de virus X NR NR NR NR
hemadsorbentes
Identificacién de células de X NR NR NR NR
simio :
Prueba de deteccién de NR X NR NR ’ NR
agentes extrafios mediante
¢élulas
Prueba de deteccién de NR X X NR NR
Mycoplasma por el método :
de cultivo
Prueba de deteccion NR X NR NR NR
deMycoplasma por '
epifluorescencia en cultivo
celular
Ideatificacién de poliovirus NR NR X NR NR
{tipo1,203)
Identificacidn de poliovirus NR NR X NR NR
(tipe1,203)
Prueba de esterilidad NR NR X X X
bacteriana y fiingica
Contenido proteico NR NR NR X X
Cuontenido de antigeno D NR NR NR X X
mediante el método :
sigmoideo
Pureza NR NR NRE X X
Contenido de formaldehido NR NR NR NR X
residual ]
Cinética de inactivacién NR NR NR NR X
Cilculo de la pendiente (10,
T24h, T48h)
Prueba de inactivacién NR NR NR NR X
efectivi 4
* NR: no realizada.
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3.2.1 Pruebas realizadas sobre las células de control

Se presentan a continuacion los métodos analiticos para las pruebas realizadas sobre las células de
control.

3.2.1.1 Observacion

Esta prueba se realiza en paralelo con la prueba de virus hemadsorbentes.

3.2.1.2 Prueba de virus hemadsorbentes

¢ Referencia

Esta prueba estd basada en Ph. Eur. 2.6.16 "Pruebas de agentes extrafios en vacunas virales
para uso en seres humanos”.

o Principio
e La prueba consiste en verificar la ausencia de contaminantes virales en los cultivos celulares

control de los lotes de produccion y la identidad de las células usadas.

s El estudio para determinar la presencia de contaminantes virales extrafios inductores de un
efecto citopatico (CPE) o de hemadsorcidn se realiza por microscopia Optica.

s Equipo
Equipo estandar utilizado en un [aboratorio de cultivo celular y virologia.

e Reactivo

¢ Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) {1 x C] sin calcio ni magnesio, almacenada
a temperatura ambiente.

¢ Suspension de eritrocitos de cobayo en PBS [1 x C] al 0,4 % almacenada a +5 °C +3 °C.
¢ Procedimiento operativo
La prueba consiste en:

Siembra de células Vero, a la concentracion utilizada para el cultivo celular de produccidn, en
matraces con medio de crecimiento, en un minimo de 500 mL de suspensién celular en el paso de
produccion D (141° pasaje).

Mantenimiento del cultivo celular a +36 °C £ 1 °C,

Cambio de medio al menos en el momento de Ia “inoculacion viral” y de la “cosecha viral” con el
medio utilizado en el proceso de produccion.

Cosecha, distribucion del liquide sobrenadante al final del periodo de observacién,
almacenamiento a -70 °C. El final del periodo de observacidn tiene lugar al menos 14 dias después
de la etapa de “inoculacidn viral”.

Enjuague de la monocapa celular con tampén PBS [1 x C].

A /|
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Adicion de una suspensidn de eritrocitos de cobayo al 0,4 % al 25 % de la superfic:lé\
celular, 1a mitad de la cual se incuba a +5 °C £ 3 °C y la otra mitad entre +20 °C y +25 °C™

Enjuague del cultivo celular dos veces después del tiempo de incubacidn, antes de la lectura. .
¢ Lectura; calculo; resultados

Las células se examinan bajo microscopia invertida {objetivos x 4 - x 10) al menos los dias de
inoculacidn y cosechas virales y al final del periodo de observacion.

Los resultados se expresan como ausencia (0) o presencia (+} de efecto citopético (CPE) o
hemadsorcién.

e (Criterios de validez

La prueba es valida si al menos el 80 % de las células de control analizadas se pueden observar y
si el 20 % restante se rechaza por motivoes ne especificos (p. e]., contaminacién bacteriana, matraz
roto, matraz abierto...).

3.2.1.3 Identificacion de células de simio

¢ Referencia
Esta prueba esta basada en Ph. Eur. 2.7.1 "Métodos inmunoquimicos”.
s Principio |

El enfoque isoeléctrico (JEF) es una electroforesis horizontal en un gradiente de pH que permite
separar proteinas en funcién de su punto isoeléctrico. El gradiente de pH se obtiene aplicando una
corriente eléctrica a un gel de agarosa que contiene tampones anfoteros (anfdlitos).

Las isoenzimas o isozimas —diversas formas enzimdticas resultantes de modificaciones de la
estructura primaria— son proteinas que catalizan la misma reaccién enzimadtica, pero tienen
diferentes propiedades fisicoquimicas. Lo que se estudia es la diferente movilidad electroforética.
Esta diferencia se traslada al nimero y posicion de las bandas, que se comparan con las de las
células de control después de su tincidn con un sustrato especifico de la enzima.

Se seleccionaron tres sistemas enziméticos que permiten diferenciar las células utilizadas:

s Lactato deshidrogenasa (LDH): permite clasificar las células humanas y de simio en la
misma categotia, pero las distingue de otras células animaies.

»  Glucosa fosfato isomerasa (GPI): permite distinguir células humanas de células de simio.

» Fosfogluconato deshidrogenasa (PGD): permite distinguir células MRC-5 de células WI-
38 y de otras células.

¢ Equipo
Equipo estandar de laboratorio

e Reactivos

¢ Agarosa para enfoque isoeléctrico (almacenar a temperatura ambiente),
e Pharmalyte pH 3-10 (almacenar a +5 °C £ 3 °C), .
» Sorbitol (almacenar a temperatura ambiente).
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e Indubiose A37 (almacenar a temperatura ambiente).
» Tris (almacenar a temperatura ambiente).

¢ Cloruro de magnesio (MgCly 6H»0) (almacenar a temperatura ambiente).

o Glicero! (almacenar a temperatura ambiente).

¢ Hidréxido de sodio en granulos (almacenar a temperatura ambiente).
o Acido acético (almacenar a temperatura ambiente).

¢ Agua purificada ultrafiltrada. |

¢ Solucién salina fisiolégica (9 %e, almacenar a temperatura ambiente).
¢ Lactato célcico SHpO (almacenar a temperatura ambiente).

¢ PB-nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) (almacenar a <-20 °C).

o Azul de metiltiazol tetrazolio (MTT) (almacenar a +5 °C £ 3 °C).

¢ Metosulfato de fenacina (PMS) (almacenar a <20 °C).

¢  Gluconato-6-fosfato (G6P), (almacenar a +5 °C + 3 °C).

o Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP) (almacenar a +5 °C £ 3 °C).
» Fructosa 6-fosfato (Na) (almacenar a <-20 °C).

¢  Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (almacenar a +5°C + 3°C).

e Células estandar (MRC-5, WI-38, Hep-2, BHK-21, CHO, Vero, PERC6) (almacenar a <-
70 °C).

o Sangre ovina (control visual del enfoque) (almacenar a <-70 °C).
» Procedimiento operativo

Preparacion de las muestras

¢ Descongele las muestras a temperatura ambiente y viértalas en tubos de pléstico
identificados colocados en hielo picado.

¢ Sonique las muestras durante 30 segundos. Si el volumen de suspension celular es inferior
a 2 mL, reduzca el tiempo de sonicacion.

¢ Centrifugue durante 10 minutos a 900 g en una centrifugadora enfriada entre +2 °Cy
+8 °C.

o (Coseche el sobrenadante, dispense en alicuotas de 50 pL y almacene a £-70 °C.
Preparacion del gel de electroenfoque :
Agarosa IEF
Agarosa IEF.
Sorbitol.
Agua ultrafiltrada.

¢ Derrita el gel en un bafio de agua hirviendo.
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Intercale una pelicula GelBond (o equivalente) entre 2 placas de vidrio, sujetar Srplaegs<™
con pinzas.

Caliente durante 1 hora aproximadamente en una incubadora a +50 °C.

Utilizando una jeringa precalentada en una incubadora a +50 °C, inyecte agarosa IEF
complementada con 1,4 mL de Pharmalyte pH 3-10 en el GelBond entre las dos placas de
vidrio. _

Deje solidificar el gel a temperatura ambiente durante 1/2 hora y después durante al menos
1 hora entre +2 °C y +8 °C en cAmara hiimeda.

Preparacion de electrolitos
Anodo

Acido acético.

Agua ultrafiltrada.

Cdtodo

Hidréxido de sodio en granulos.

Agua ultrafiltrada

Enfoque

Enchufe el electrodo dentro de la unidad de electroforesis.

Quite el GelBond del molde.

Seque rapidamente (sin arrugar) con una hoja de papei Whatman 1M (o equivalente).
Ponga en marcha el sistema de refrigeracion de la unidad de electroforesis.

Vierta a gotas 2 o 3 mL de mezcla de agua puriﬁcadé/gliceroi (v/v) en el centro de la
placa de enfriamiento.

Ponga tiras de electrodos en una hoja de papel Whatman 3M (o equivalente).

Dependiendo de su uso como dnodo o como catodo, sumerjar cada tira en unos 2 mL de
electrolito (4nodo: 4cido acético, cdtodo: hidréxido de sodio).

Ponga las tiras empapadas a cada lado de la pelicula (anodo en el lado positivo y céatodo
en el lado negativo).

Recorte las tiras al tamafio del gel.

Descongele las células estandar y de prueba. Prepare el control de enfoque visual (sangre
hemolizada), . :

Vierta a gotas la muestra directamente sobre el gel:
s aunos 3 cm del dnodo para GP1 y LDH,

e aunos 3 cm del catodo para PGD.

r

Del mismo modo, cargue las células de referencia. La muestra de sangre se carga en Wy en

/]
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el catodo. Utilice las células estindar como referencia para analizar con la muestrqr\ shenn
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¢ Coloque los electrodos.
» Ponga la tapa en la unidad.
o Seleccione la potencia para suministrar 500 voltios en el arranque.

¢ Deje emigrar durante 1 hora aproximadamente (en funcién del enfoque de la hemoglobina
de la muestra de sangre).

Preparacion de colorantes especificos de enzimas (pelicula de 114 x 225 mm)
¢ Tampdn Tris HCI 0,5 M diluido en agua purificada ultrafiltrada, pH 8.

Tris.

- Agua purificada ultrafiltrada.

Ajuste el pH a 8 con HC] IN.

Almacene a temperatura ambiente.

o Tampén MgCly 6H70 0,5 M diluido en agua purificada ultrafiltrada.
MgCly, 6H0.

Almacene a a temperatura ambiente.

e Agarosa al 2 % para tincién diluida en agua purificada ultrafiltrada.
Indubiose A37

Disuelva en un bafio de agua hirviendo. Almacene a +50 °C antes de la tincion.
s Solucion para LDH diluida en agua purificada ultrafiltrada.
Lactato célcico, 2H5O0.

NAD
MTT
PMS
Tampdn Tris HC1 0,5 M, pH 8.
Disolver por agitacién.
¢ Solucién para GPI diluida en agua purificada ultrafiltrada,
Fructosa 6-fosfato (Na). |
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa® (140 U/mL).
NADP

?  Afiadir la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa inmediatamente antes de tefiir el gel.

P 4/
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MTT

PMS

Tampén Tris HCI 0,5 M, pH 8.
Disolver por agitacion.
e Solucion para PGD diluida en agua purificada ultrafiltrada.
6-fosfogluconato Nag
NADP (Nay)
MTT
PMS
Tampén Tris HCL 0,5 M, pH 8.
MgCly, 6H5O.
Disuelva por agitacion. -
Tincion
¢ Una vez terminado el enfoque (las muestras de sangre cargadas cerca del anodo y del catodo
han emigrado hacia sus IpH), enjuague la parte posterior del gel con aleohol. Seque.
¢ Mezcle cada solucion colorante especifica de enzimas con 20 mL de agarosa al 2 %.
o Vierta la mezcla sobre el gel enfocado.
¢ Deje solidificar el gel a temperatura ambiente, protegido de la luz.
¢ Vigile la aparicién de bandas azules (la tincién se puede acelerar en una incubadora a +37 °C.
s Tan pronto como las bandas sean claramente visibles, fotografie el gel.

o Lectura; calculo; resultados

Se obtienen bandas azules a unas distancias de emigracién precisas correspondientes a su punto
isoeléctrico. Una célula se identifica con la célula de referencia si tiene el mismo perfil para las
tres enzimas estudiadas.

e Criterios de validez

La prueba se considera valida si:

e El nimero de bandas y la posicién de la célula analizada y de la célula estindar son
comparables.

s Las células de referencia son diferenciables para los 3 perfiles.

A i
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3.2.2  Pruebas realizadas en el sobrenadante de las células de control ST %

. .. . , . ) B 'n: v;.
Se presentan a continuacion los métodos analiticos para las pruebas realizadas en el soBremedant
de las células de control.

3.2.2.1 Prueba de deteccion de agentes extraiios con células

o Referencia

Esta prueba estd basada en Ph. Eur. 2.6.16 "Pruebas de agentes extraifios en vacunas virales
para uso en seres humanos",

¢ Principio
s La prueba se lleva a cabo para verificar la ausencia de agentes contaminantes virales en el -

liquido sobrenadante de las células de control por inoculacion de células diploides
humanas MRC-5, células Vero y cultivos de células renales primarias de mono.

o Hay agentes contaminantes virales presentes si se detecta un efecto citopatico (CPE)
caracteristico por microscopia dptica.

s Equipo

Equipo estandar de laboratorio.

¢ Reactivos

Monocapas confluentes de:
o (Células primariaé de rifién de mono (Cercopithecus).
o Células diploides humanas MRC-5.
¢ (Células Vero,

Medio de mantenimiento:

¢ Medio esencial minimo (MEM) con 0,224 % de bicarbonato sédico y 2 % de suero fetal
de ternero, almacenado a +5 °C = 3 °C.

¢ Maedio 199 con 0,224 % de bicarbonato sédico y 1 % al 2 % de suero fetal de ternero,
almacenado a+5 °C+ 3 °C,

s Procedimiento operativo
Todas las operaciones se deben llevar a cabo en condiciones estériles.

¢ Inocule la mezcla de liquidos en un cultivo confluente de células MRC-5, Vero y células
primarias de rifion de mono de tal modo que la dilucidn de la mezcla de liquidos en un
medio nutriente no supere la proporcidon de 1 a 4, La superficie de la monocapa celular es
de un minimo de 3 em? por mL de mezela de liquidos. Los cultivos de control se analizan
en paralelo. '

o Incube el cultivo celular a +36 °C £ | °C y manténgalo durante un minimo de 21 dias para

A
]
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