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Se lleva a cabo la misma operacidn con el otro medio. _ _
La temperatura y el periodo de incubacién (14 dias) son los mismos que para la prueba.p
¢ Subcultivo el dia 7
El procedimiento descrito para "Subcultivo el dia 3" se repite el dia 7.
Incube durante 14 dias,
¢ Subcultivo el dia 14
El procedimiento descrito para "Subcultivo el dia 3" se repite el dia 14.
Incube durante 14 dias.
» Subcultivo el dia 21
El procedimiento descrito para "Subcultivo el dia 3" se repite el dia 21.
Incube durante 7 dias.
» Lectura; cdiculo; resultados
Después de 3, 7, 14, 17, 21 y 28 dias de incubacidn, se examinan todos los medios liquidos.

Después de 14, 17, 21 y 28 dias de incubacion, se examinan todas las placas al microscopio
invertido con 100 aumentos

¢ Criterios de validez
La prueba es satisfactoria para una muestra determinada si:

e Ninguno de los controles negativos muestra crecimiento de Mycoplasma ni de otras
colonias.

o Los controles positivos (M. preumoniae, M. orale o A. laidlawii), para inoculacidn directa,
muestran crecimiento al menos en un medio (Hayflick o Friis) para ambas condiciones de
incubacién.

o Los controles positivos (M. pneumoniae, M. orale o A. lagidlawii), para todos los
subcultivos, muestran crecimiento al menos en un medio (Hayflick o Friis) para ambas
condiciones de incubacion.

¢ Los controles positivos (M. preumoniae, M. orale o A. laidlawii), para el medio liquido,
muestran crecimiento al menos en un medio (Hayflick o Friis) para ambas condiciones de
incubacion.

¢ En ninguno de los cultivos inoculados con la muestra de prueba se observan crecimiento o
colonias de Mycoplasma.

Si el medio liquido o si més de una placa muestra contaminacidn bacteriana o fingica, repetir la
prueba.
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3.2.2.3 Prueba de deteccion de Mycoplasma mediante epifluorescencia en cultivo

o Referencia
Esta prueba esta basada en Ph. Eur. 2.6.7. "Mycoplasmas".
» Principio

La técnica se basa en el uso de células Vero que permiten amplificar los Mycoplasmas presentes
€n una muestra.

La muestra a analizar se inocula en células Vero sanas.
La prueba de epifluorescencia para Mycoplasmas permite:
o Amplificar los Mycoplasmas que puedan estar presentes en un producto.
o Eliminar el efecto citopatégeno inducido por los virus a concentraciones elevadas.

e Detener la inhibicién del crecimiento de Mycoplasma inducida por antibidticos en el
producto.

La prueba se lleva a cabo en tres pasos.

¢ Inoculacién: el producto a analizar se inocula en una monocapa de células diana (Vero).
Después se afiade un medio de cultivo libre de antibidticos.

s Amplificacién: las células diana (Vero) obtenidas en el paso de inoculacién se cultivan en
2 pasajes sucesivos en un medio de cultivo libre de antibidticos.

s Deteccion: después del 2" pasaje, las células se transfieren a un sistema Lab-Tek. Se
incuban durante 1 semana en medio especifico de amplificacién. Las capas celulares se
manipulan en paralelo: se fijan y se tifien con un agente intercalante (reactivo de Hoechst).

La capa celular fijada se tifie con colorante de ADN de Hoechst derivado del bis-bencimidazol (2-
[2~(4-hidroxifenil)-6-bencimidazolil]-6-(1-metil-4-piperacil}-bencimidazol) que  se  une
especificamente al ADN (bases adenina y timina).

Los pasos de amplificacién y deteccion se validan mediante un control negativo y dos positivos

(Mycoplasma orale y Mycoplasma hyorhinis) preparados en las mismas condiciones que la
muestra analizada.

o Equipo
- Equipo estandar de laboratorio con:
o Microscopio de fluorescencia.
¢ Incubadora+36°C=1°C, 6,5 % % 1,5 % CO, para cultivo celular.

¢ Cabinas de seguridad biolégica (BSC); una cabina dedicada a la manipulacién de los
controles positivos.

s Campana de humos.
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e Reactivos y medios

e (Células Vero.

o Cepas de Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma orale.
¢ Solucién de fijacién: 4cido acético glacial -- alcohol metilico (v/v).
¢ Medio fijador: glicerol-PBS (4 v/1 v).
¢ Solucién de Hoechst: fluorocromo de bis-bencimida.
s PBS [1 x C] sin calcio ni magnesio.
Preparacion de PBS [1 x C] diluida en agua purificada ultrafiltrada:
Solucion de PBS [10 x C] sin calcio ni magnesio.
e Tripsina-Versene [1 x C].
Preparacion de tripsina-Versene [1 x C] diluida en agua purificada ultrafiltrada:
Solucién de tripsina-Versene (EDTA) [10 x C].
Solucion de PBS [10 x C] sin calcio ni magnesio.
e Medio de células Vero diluido en agua purificada ultrafiltrada.
MEM GIBCO [10 x C]. '
Suero fetal de ternero.
Bicarbonato sddico sin rojo de fenol al 5,6 %.
L-glutamina 200 mM.
¢ Procedimiento operativo

Descongele el producto. Homogeneice por agitacién vorticial e inocule los productos y los -
controles en una monocapa de células Vero. Compruebe la confluencia de las células.
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Tabla 8: Preparacion de las células b
. o

K Fovee

Control negativo Muestra de prueba Control de Mycoplasma Control de Mycoplasma
. hyorhinis orale

Deseche el medio invirtiendo el matraz o por aspiracién

Afiada medio de cultivo | Afiada al menos 1 mL del | Aflada 1 mb de medio de | Afiada 1 mL de medio de

fresco hasta 40 mL. producto a analizar, cultivo fresco e indeulo de | cultivo fresco e inéculo de
control  de  Mycoplasma | control de Mycoplasma orale.
hyorhinis.
Incube durante 1 hora a +36 °C % 1 °C, 6,5 % %= 1,5 % CO,
/ Afiada medio de cultivo | Aflada medio de cultivo | Afada medio de cultivo
fresco hasta 40 mL. fresco hasia 40 mL. fresco hasta 40 mL.

Incube durante 7 dias a +36 °C £ 1°C, 6,5 % = 1,5 % CO,

o  Amplificacién
Agregue 40 mL de medio de crecimiento celular a cada matraz secundario,
Deseche el medio de cultivo de los matraces primarios a tripsinizar por inversién o por aspiracion.

Enjuague la capa celular con unos 10 mL de solucién de PBS agitando los matraces de un lado a
otro.

Deseche la solucién de PBS en un recipiente especifico por inversién del matraz o por aspiracion.

Agregue unos 10 mL de solucidn de tripsina-Versene para cubrit la capa celular entera durante
unos 40 segundos.

Deseche el exceso de fripsina-Versene en un recipiente especifico por inversion del matraz o por
aspiracion.

Cuando las c€lulas estén completamente disociadas y ya no estén adheridas al matraz, agregue 10
mL de medio de crecimiento celular. Incube el matraz a +36°C+1°C, y después golpéelo
suavemente.

Lleve a cabo aspiraciones y expulsiones sucesivas, utilizando una pipeta de 10 mL con un bulbo.
Dispense 2 mL de la suspensién celular obtenida (diluida 1:5) en los matraces secundarios
correspondientes. Incube los matraces secundarios a +36 °C % 1 °C, 6,5 % % 1,5 % CO, 96 % HR
durante 3 o 4 dfas (2 pasajes por semana).

Tabla 9: Preparacion de la amplificacion

Control negative Muestra de prucha Control de Control de
Myeoplasma hyorhinis Mycoplasma orale
1.* pasaje Tripsinizacién de dos matraces primarios (= dos matraces "secundarios"),
2 pasaje Tripsinizacién de dos matraces secundarios (= dos matraces "secundarios 2").

Al
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¢ (Células de siembra en sistemas Lab-Tek

Tabla 10: Preparacion de las células de siembra
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Control negativo

Muestra de prueba

Control de Mycoplasma
Hyorhinis '

Control de Mycoplasma
orale

Tripsinice 2 matraces “secundarios 3",

Agrupe las 2 suspensiones celulares.

Prepare una suspension de 5 x 10* eélulas/mL.

Sembre 300 gL de suspension
celular de control negativo.

Siembre 300 uL de suspension
celular correspondiente a la
muestra de prueba.

Siembre 300 uL de suspensidn
celular de control de
Myeaplasma hyorhinis.

Sembrar’ 300 pL de
suspension celular de control
de Mycoplasma orale.

Incube durante 5 horas a +36°C £ 1°C, 6,5 % £ 1,5 % CO,

Agregue 300 mL de medio de crecimiento celular.

Incube durante 7 dias a +36 °C £ 1°C, 6,5% = 1,5 % CO,

o Fijacion y tincidn:
Deseche el medio de cultivo celular.
Fije con dcido acético glacial + alcohol metilico durante 15 minutos.
Seque los portaobjetos a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Sumerja los portaobjetos en un bafio de solucién de Hoechst durante 30 minutos en la oscuridad.

Enjuague los portaobjetos en 3 bafios sucesivos de agua ultrafiltrada, Monte con solucion de
glicerol-PBS.

¢ Reading — Calculation - Resuits

La presencia o ausencia de Mycoplasma no cultivable se observa en microscopio de fluorescencia
a 330 —380 nm.

El Mycoplasma no cultivable aparece como pequefios cuerpos fluorescentes redondos.
o Criterios de validez
La prueba se considera véalida si se cumplen los siguientes requisitos :

¢ Control positivo

Las células infectadas por Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma orale deben mostrar una
fluorescencia azulada que es caracteristica de Mycoplasmas, en el espacio extracelular. La
sensibilidad de las células diana se verifica por la prueba de deteccion de Mycoplasmas en los
controles positivos.

¢ Control negativo

Los controles negativos estan libres de cuerpos fluorescentes aparte de los presentes en el nicleo
de las células Vero.

s Muestra de prueba
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es caracteristica de Mycoplasmas.

3.2.3  Pruebas realizadas sobre la cosecha tinica

Se presentan a continuacién los métodos analiticos para las pruebas realizadas sobre la cosecha
tnica.

3.2.3.1 Identificacion de poliovirus (tipo 1,2 0 3)

o Principio

Esta prueba se basa en la neutralizacion, por medio de un antisuero especifico, del efecto
citopatico (CPE) producido por la suspension viral en células sensibles (células Hep-2
Cincinnati).

s Equipo
Equipo estandar para laboratorio de virologia.
s Reactivos

s Células: células Hep-2 Cincinnati.

o Medio de dilucion y siembra: utilizado para la dilucion de la suspension viral y para la
preparacion de la suspension celular a sembrar en microplacas: medio esencial minimo
(MEM) con rojo de fenol, FCS al 2 % y 2,2 g/L de bicarbonato de sodio.

o Suero: antisuero de conejo o de caballo de alta titulacidn.
¢ Procedimiento operativo
Prepare cuatro o cinco diluciones de 10 veces de la suspension viral con medio de dilucién.
Dispensar 0,05 mL de cada dilucidn:
s 0,05 mL/pocillo de medio de dilucidn.
s 0,05 mL/pocillo de antisuero diluido.
o Agregue 0,1 mL de medio de dilucién a cada una de las 2 células de control.
Incube durante 1 horaa+36°C£1°C, 5% = 1 % CO..

Después de una hora, agregue 0,1 mL de una suspension celular (80 000 células/mL) en medio de
siembra a cada pocillo,

Incubea+36°C+1°C,5% %1% CO,.
e Lectura; calculo; resultados
El efecto citopético se lee al microscopio dptico tras 7 u 8 dias de incubacién
o Criterios de validez
La prueba se considera satisfactoria si al final del periodo de incubacién:
A .
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e Los cultivos celulares inoculados con las diluciones de virus no neutralizado
efecto citopatico caracteristico.

e Los cultivos celulares inoculados con el virus neutralizado no producen efecto citopatico.

e La identificacion es positiva si el efecto citopético es neutralizado al menos en dos diluciones
de 10 veces en comparacion con el control de virus,

3.2.3.2 Concentracién de poliovirus (tipos 1,2y 3)
e Principio
La concentracién de poliovirus se lleva a cabo por observacién del efecto citopético (CPE) del
poliovirus en células sensibles (células Hep-2 Cincinnati).
¢ Equipo
Equipo estandar para laboratorio de virologia.
s Reactivos:
o Células: células Hep 2 Cincinnati.

* Medio de dilucién y siembra celular: MEM con rojo de fenol, FCS al 2% y 2,2 ¢/L. de
bicarbonato sédico.

o Controles internos de validez viral: suspensiones virales de titulacion conocida de los
diferentes tipos de poliovirus.

e Tipo 1: cepa Mahoney.
e Tipo 2: cepa MEF 1.
s Tipo 3: cepa Saukett.

s Procedimiento operativo

Se realizan 3 diluciones de orden diez de la muestra y normalmente se inocula un volumen de
0,1 mL de cada una de estas diluciones en 10 pocillos de una microplaca de cultivo celular con
0,1 mL de suspension de células Hep-2.

Se utiliza el mismo procedimiento con una referencia viral interna de titulo conocido
perteneciente al mismo tipo que la preparacién analizada.

Tras 7 u 8 dias de incubacién a +36°C £ 1°C, 5% = | % CO,, se registran los pocillos que
presentan un efecto citopatico.

e Lectura; calculo; resultados
El efecto citopéatico se lee bajo el microscopio invertido.

Se utiliza el método de Spearman y Kérber u otro método estadistico equivalente (por ejemplo el
método de minimos cuadrados) para calcular la titulacion de virus.

La titulacién es la media de las 3 titulaciones.
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La titulacién se expresa en DICCso/mL (DICC como dosis infeceiosa de cultivo celullar

e C(Criterios de validez

La prueba es vélida si los controles celulares no presentan ninguna alteracién.

3.2.3.3 Prueba de esterilidad bacteriana y fiingica

La prueba de esterilidad bacteriana y fingica se describe en la Ph, Eur. actual, 2.6.1. “Esterilidad”.

3.2.3.4 Prueba de deteccién de Mycoplasma por el método de cultivo

Este método se presenta en el capitulo 3.2,2.2.

3.24  Pruebas realizadas sobre la suspensién viral purificada y concentrada

Se presentan a continuacién los métodos analiticos para las pruebas realizadas sobre la suspensién
viral purificada y concentrada de control.

3.24.1 Contenido proteico

s Referencia

Esta prueba est4 basada en Ph. Eur.2.5.16 "Protein in polysaccharide vaccines" [proteina en
vacunas de polisacaridos].

Lowry O.M., Rosebrough N.J., Randall R., Protein measurement with the Folin Phenol reagent, J.
Biol. Chem., 1951, 193, 265-275.

¢ Principio

La adicion de una sal de cobre a un medio alcalino, seguida del reactivo de Folin CIOCALTEU, a
una solucién de proteinas produce un color azul oscuro, cuya intensidad se mide por
espectrofotometria a 760 nm.

Dado que muchos compuestos no proteicos pueden afectar a la intensidad del color, la
precipitacion de las proteinas de antemano mejora la especificidad del anélisis.

s Equipo
Equipo estdndar de laboratorio y espectrofotémetro UV visible,
¢ Reactivos

Las cantidades son indicativas y se pueden multiplicar pot o dividir entre un factor determinado,
si es necesario.

s NaOHO,1 N,

¢ Carbonato de sodio al 2 % p/v (reactivo A) diluido en agua purificada:
Carbonato de sodio anhidro.
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Na OH.

Almacene a temperatura ambiente.

e Sulfato de cobre al 1 % p/v en agua purificada (almacene a temperatiura ambiente). ngﬁ;{i?
¢ Tartrato de sodio al 2 % p/v en agua purificada (almacene a +5°C + 3°C)

¢ Reactivo B: Sulfato de cobre al 1% + tartrato de sodio al 2% que se mezclardn
extemporéneamente en volumenes iguales. &

¢ Reactivo C (solucién alcalina de cobre): 50 volimenes del reactivo A para 1 volumen del
reactivo B. Mezcle. Prepare inmediatamente antes de usar.

e Acido tricloroacético al 40 % (p/v) en agua purificada. Almacene a temperatura ambiente

¢ Reactivo de Folin Ciocalteu: el reactivo puro se almacena a +5°C+3 °C. Se diluird
extemporaneamente a razén de 1/2 en agua purificada.

o Solucién estandar de referencia de albumina (proveedor 1) a razén de 1 g/l en NaQH
0,1 N. Almacene a <20 °C.

o Solucidn estdndar de referencia de trabajo de albGmina para el rango de calibracion.
Prepare inmediatamente antes de usar. -

Solucion estandar de referencia de trabajo n.” 1 a razén de 50 mg/L
Solucidn estandar de referencia de albiimina a razén de 1 g/L.

NaOH 0,1 N. _

Solucion estandar de referencia de trabajo n.° 2 a razon de 200 mg/L
Solucidn estdndar de referencia de alblimina a razén de 1 g/L.

NaOH 0,1 N.

¢ Solucidn de control interno de albimina (proveedor 2): Prepare una solucidn de 80 mg/L
et agua purificada de la solucidn de albtmina al 96 %. Almacene a £-20°C,

s Procedimiento operativo
o Preparacién de soluciones
Rango de calibracion
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Tabla 11: Preparacioén del rango de calibracién

Control 1 2 3 4
Solucifn estindar de referencia de / 0,1 0,2 0.4 s / /
trabajo de albiimina (1) mL
Solucién estindar de referencia de ! ! / / 0,15 0,2 0,25
trabajo de atbiimina (2) mL
NaOH 0,1 N mL 0.4 0,3 0,2 | 0,25 0,2 0,i5
Reactivo C mi 2 7 2 2 yA 2 2 2
Mezcle y almacene 10 min, a temperatura ambiente
Reactivo de Folin /2 mL 0,2 o2 o2 02 02 0,2 0,2
Mezcle invirtiendo los tubos. .
Almacene 30 min. a temperatura ambiente en la oscuridad. La coloracion es estable durante 60 minutos.
Albiimina (ug en la muestra de 0 3 10 20 30 40 50
prueba) ’

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

Si es necesario, diluya la muestra en agua purificada para obtener de 5 a 50 pg en la muestra de
prueba. :

Agregue 0,15 mL de reactivo de precipitacién a la muestra de prueba que, de ser necesario, se
completa a-a 1 mL con agua purificada. Almacene 15 minutos a temperatura ambiente.
- Centrifugue y elimine el sobrenadante. Limpie la superficie interna de los tubos. Vuelva a disolver
el microgranulo en 0,4 mL de NaOH 0,1 N.

Realice 4 analisis en paralelo.
s Lectura, calculo, resultados

Verifique la ausencia de opalescencia en cada tubo. Si es necesario, centrifugue. Mida la DO de
cada tubo por fotometria a 760 nm con respecto al control.

Grafique la curva de calibracidn.

Con base en la DO de prueba, utilice 1a ecuacién de la linea de calibracién para deducir la
concentracion de proteina de la muestra (ug/TS).

La concentracion del andlisis en pg/mL se obtiene con la siguiente ecuacion:

Concentracidn de proteinas en pg/mL= C;SD
Donde:

C: concentracion del analisis (ug/TS)

D: dilucidn

TS: Muestra de prueba (mL).
Determine la concentracion media en ug/mL y la desviacidn calculada en las concentraciones.
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o Criterios de aceptacion

La prueba se considera valida si:

¢ El valor de cada prueba de muestra y el control interno (promedio de dos determina%%%es)
debe estar dentro de los limites establecidos por el grafico de control.

* La desviacion relativa entre los analisis dependientes de cada prueba de muestra debe ser
menor o igual que 15%.

3.2.4.2 Contenido de antigeno D (mediante el método sigmoideo)

Este método se presenta en la seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos.

3.2.4.3 Prueba de esterilidad bacteriana y fingica

La prueba de esterilidad bacteriana y flingica se describe en 1a Ph. Eur, actual

3.2.4.4 Pureza (actividad especifica)

La pureza antigénica corresponde a la proporcion entre el contenido proteico y el contenido de
antigeno D.

3.2.5 Pruebas realizadas sobre el monovalente tipo 1,203

A continuacion se presentan los métodos analiticos para las pruebas realizadas sobre el
monovalente tipo 1,2 o 3.

3.2.5.1. Contenido proteico

Este método se presenta en el capitulo 3.2.4.1 con muestras de prueba de 0,5 y 1 mL.
3.252 Contenido de antigeno D (mediante el método sigmoideo)

Este método se presenta en la seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos.

3253 Pureza

La pureza antigénica corresponde a la proporcidn entre el contenido proteico y el contenido de
antigeno D,

3.254 Contenido de formaldehido residual
Este método se presenta en la seccion 3.2.P.5.2 Procedimientos analiticos,

3.2.5.5 Prueba de esterilidad bacteriana y fangica

La prue'ba de esterilidad bacteriana y flingica se describe en la Ph. Eur. actual
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