sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2.4
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en céluias Vero Control de pasos criticos
¢ intermedios

La tabla 117 y la tabla 118 ofrecen un panorama de las pruebas realizadas durante los
estabilidad con los criterios de aceptacién y la frecuencia de las pruebas.

Tabla 117: Parametros estudiados / especificaciones y frecuencia de pruebas (meses) para el
estudio inicial de estabilidad (estudio 1)

Pruebas Criterios de TG | T3 | T6 | T9 | T12 | T18 | T24 | T30 | T36 | T42
aceptacion
Contenido de formaidehide 80 % 30 pg/mL X X X X X X X X X X
residual
Contenido proteico (ng/mL) Para informacion X NE* | X | NRIX NR | X NR | X X

Titulo de antigeno D mediante el Pérdida <30%/T0 | NR | X X [X X X X X X X
método sigmoideo

Prueba de esterilidad bacterianay | No se observa X NR | NR|[NR | X NR [ NR INR | NR [ X
flingica crecimiento
microbiano.

* NR: no realizada.

Nota: en T0 los resultados para cada prueba corresponden a los obtenidos en la liberacion y cumplen con los
criterios de aceptacién correspondientes (ver el capitulo 3.1).

Para el contenido de antigeno D, los resultados obtenidos en los siguientes momentos de medicion tienen que cumpliv
el siguiente criterio de aceptacion: la pérdida de contenido de antigeno D es < 30 %/T0.

Tabla 118: Parametros estudiados / especificaciones y frecuencia de pruebas (meses) para el
estudio adicional de estabilidad {(estudio 2) .

Pruebas Criterios de aceptacién T0 Té T12 T4 T36

Contenido de formaldehido residual 80 + 30 ng/mL X X X X X

Contenido proteico (ug/mL) Para informacion X X X X X

Titulo de antigeno D mediante el método | Pérdida <30 %/TO NR* | X X X X

sigmoideo

Pureza (actividad especifica) <50 ng de proteina‘unidad de | X X X X X
antigeno D,

Prueba de esterilidad bacteriana y fingica No se observa crecimiento | X NR | NR NR X
microbiano.

* NR: no realizada.

Nota: En T0 los resultados para cada prueba corresponden a los obtenidos en la liberacion y cumplen con los
criterios de aceptacion correspondientes (ver el capitulo 3.1).

Para el contenido de antigeno D, los resultados obtenidos en los siguientes momentos de medicion Henen que cumpliy
con el siguiente criterio de aceptacion: la pérdida de contenido de antigeno D es < 30 %/T0.
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3.7.2.1.4 Discusiones

botellas de vidrio

El estudio de estabilidad se ha finalizado. Todos los resultados cumplen los criterios de aceptacion
durante todo el perfodo del estudio de estabilidad.

Estos resultados permiten declarar la vida 1til de 36 meses para los tres serotipos de monovalente

de la poliomielitis, cuando se almacenan en condiciones normales de almacenamiento a
+5 °C # 3 °C en botellas de vidrio.

Estudio adicional de estabilidad (estudio 2) del monovalente de poliomielitis

El estudio de estabilidad esta en curso. Después de 12 meses de almacenamiento a +5 °C + 3 °C,
todos los resultados para cada lote de monovalente cumplen con las especificaciones de los
criterios de aceptacion.

Con base en los resultados del estudio inicial de estabilidad, el periodo de validez actual del
monovalente se mantiene en 36 meses a +5 °C = 3 °C.

3.7.2.2  Datos de estabilidad

Estudio inicial de estabilidad (estudio 1) del monovalente de poliomielitis

Los resultados obtenidos para los 3 lotes de cada serotipo de poliovirus se presentan en la
tabla 119 a la tabla 121.

Estudio adicional de estabilidad (estudio 1) del monovalente de poliomielitis

Los resultados obtenidos para un lote de cada serotipo de poliovirus se presentan en la tabla 122.
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Seccion 3.2.8.2.2 - Descripcion del proceso de elaboracion y
controles del proceso

Definicion de lote(s) y de la escala
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Figura 1: Diagrama general de la produccién del granel concentrado conjugado de polisacarido de
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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, Introduccién.

1 Panorama del proceso de elaboracion

El principio activo es ¢l granel concentrado conjugado de polisacarido de Haemophilus, un
polisacarido de alto peso molecular elaborado a partir de la cepa 1482 de Haemophilus influenzae
tipo b, unido pot enlace covalente tras una activacion quimica a una proteina transportadora, la
proteina tetdnica (vea la seccién 3.2.5.1.2 Estructura). Estos dos componentes se elaboran, extraen
y purifican por separado utilizando sus propios sistemas de lote de siembra y procesos de
elaboracion.

La produccidn del grane] concentrado de polisacarido de Haemophilus conjugado con proteina
tetanica, abreviado PRPT, se divide en tres pasos principales de produccién: (1) Produccion del
polisacarido de Haemophilus tipo b, (2) produccion de la proteina tetanica y (3) conjugacion del
polisacarido de Haemophilus tipo b con la proteina tetdnica concentrada. En el diagrama de flujo
que aparece en la figura 1 se resume el proceso de elaboracion. Para obtener mas detalles, vea las
siguientes secciones.

El polisacérido (3pD-ribofuranosil (1~ 1)D-ribitol-5-fosfato) se extrae mediante precipitacion con
cetrimida a partir de un cultivo de Haemophilus influenzae tipo b (cepa 1482), a continuacién se
purifica con fenol y se transforma en polisacérido activado (PRP-AH) mediante una union a
dihidrazida del acido adipico (ADH) tras su activacidn con bromuro de ciandgeno.

La proteina teténica se prepara mediante la fermentacion celular de Clostridium tetani (cepa
Harvard 49205) y mediante lisis, purificacion con sulfato de amonio e inactivacién con
formaldehido de la toxina. Luego, la proteina tetdnica se concentra para proceder a la conjugacidn.

La union covalente del polisacérido activado a la proteina tetanica concentrada se realiza mediante
la reaccion de condensacion de la carbodiimida con etil dimetil aminopropil

carbodiimida (EDAC). El producto conjugado se purifica mediante centrifugacion zonal en un
gradiente de sacarosa. Por tltimo, el producto concentrado conjugado de polisacarido de
Haemophilus se diluye mediante adicién de sacarosa y solucion tris-HCI, esto constituye el
principio activo.

A
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Figura 1: Diagrama general de la produccién del granel concentrado conjugado de
polisacarido de Haemophilus

Haemophilus influenzae tipo b Clostridium tetani
Cepa 1482 Cepa Harvard 49205
Lote de siembra de trabajo Lote de siembra de trabajo

Microgranulo de cetrimida
Almacenado a < -20 °C

Producto intermedio
Almacenadoa< =20 °C

Polisacarido purificado de
Haemophilus tipo b (PRP)
Almacenado a < -35°C

Proteina tetdnica purificada
(PTH)
Almacenadaa+5°C£3°C

Polisacarido AH activado de Proteina tetdnica concentrada
Haemophilus (PRP-AH) (CTP)

Almacenado a < -35°C Almacenadaa +5°C+3°C

Granel de polisacdrido de Haemophilus conjugado
concentrado
(PRP-T)
Almacenado a < -35 °C
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2 Definicion del tamaiio del lote

El tamaifio del lote de granel concentrado conjugado de polisacarido de Haemophilus se define
mediante el volumen de los cultivos industriales de Haemophilus influenzae tipo by Clostridium
tetani, asi como del volumen del equipo de purificacion.

¢ El tamafio del lote de fermentacidn industrial de Haemophilus influenzae tipo b es de
aproximadamente 1200 litros. '

o Eltamaifio del lote de fermentacion industrial de Clostridium fetani es de aproximadamente
2400 Litros.

3 Sistema de numeracion de los lotes

- El nlimero de lote es una secuencia de caracteres Uinica y no descriptiva que un sistema
informatico asigna a cada lote de siembra de trabajo, intermedios y principic activo.

Durante el proceso de elaboracion, los lotes de intermedios y del principio activo se pueden
dividir en varios sublotes por motivos relacionados con los equipos y el proceso. Para los lotes de
PRP-T, el nombre de estos sublotes de conjugacion consta del numero de PRP-T y una letra, por
ejemplo FA166625A, FA166625B, FA116625C, etc.; luego, los sublotes se agrupan para formar
un lote de principio activo, por ejemplo FA166625.

En la figura 2 se presenta un ejemplo de la numeracidn de los lotes.

o Y
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Figura 2: Ejemplo de la numeracion de los lotes

Haemophilus influenzae tipo b
Cepa 1482
Lote de siembra de trabajo
FA109079
FA109735

Microgranulo de cetrimida
FA127707

Producto intermedio
FA137545

Polisacéarido purificade de
Haemophilus tipo b (PRP) -
FA137590

Polisacarido AH activado de

Clostridium tetani
Cepa Harvard 49205
Lote de siembra de trabajo
FA062969

Proteina tetdnica purificada
(PTP)
FA126863

Proteina tetinica concentrada

Haemophilus (PRP-AH) (CTP)
FA152123 FA157618
! _ |
[ [ e | |
(PRP-T) (PRP-T) (PRP-T) 1 (PRP-T) (PRP-T)
FAL166625 A FA166625 B FAI66625C FA166625 A FAL66625 B
1 [ { ]

Granel de polisacdrido de Haemophilus conjugado concentrado
(PRP-T)
FA16662)
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Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b

los controles del proceso

Cultivo celular y cosecha
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sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2.2
Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b Cultive celular y cosecha

Lista de abreviaturas: vea la seccidn 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion, i

Lista y descripcion de materiales y equipo utilizados durante este proceso de elaboracién:
seccién 3.2.8.1 Instalaciones y equipo.

El proceso de elaboracion que se describe a continuacion se valida segtin lo que se presenta en la
seccion 3.2.8.2.5 Validacién y/o evaluacién del proceso con estudios sobre los parametros de
produccidn y sobre los controles durante el proceso.

1 Fermentacién del Haemophilus influenzae tipo b y cosecha del
polisacarido

El flujo del proceso de fermentacién de Haemophilus tipo by de la cosecha del polisacérido se
presenta en la figura 1. El tamafio del lote industrial de fermentacion es de 1200 L.

Figura 1: Preparacién del microgranulo de cetrimida con polisacérido de Haemophilus tipo
b

I Descripeién del proceso | [ Parimetros de produccién } ‘ Controles |

trabajo

Loate de siembra de 1

Reconstitucion en caldo de tripcasa

de soja
Etapa 1.1: Primer precultivo . Ducacién: 16 2 24 horas
en agar de carbén vegetal (medio T eC: +35°C & +39°C
sélido)
Etapa 1.2: 2° precultivo . Duracidn; 4 a {0 horas Controles durante el proceso:
en medio liquide agitade ¥ .TeC: +35°C a +39°C . Gram
Precultivos ventilado . Pureza
Etapa .l 32 39_1' precultvo . Duracién de 2 a 6 horns Controles durantz el proceso:
en medio liguide agitado ¥ " T eg: +35°C g 439°C . Gram
y ventilado con O2 . Puteza
) Etapa 1.4*Cultivo industrial
_CuItlvp en medio liquido agitado y ventilado ¢0n  Dyracién: 11 a 13 horas Controles durante el proceso:
industrial 02 T 00 +35°C 8 +39°C . Gram
medio liquido - Pureza
A
Etapa 1.5: Cosecha . . -
Cosecha de 1.5a; Tratamiento can formaldehido - Tiempo de incubacién: 2 5.24 horas
palisacaridos ! 1.5b: Clarificacién
‘{ 1.5¢: Concentracion por ultrafiitracion
Etapa l.:: Extracelon
S 1.6a Precipitacidn del polisacdride
Extracelon | oneutar con cetrimida
1.6b Ccntrifuiadu
Y I —
[ Microgrinulo de cetrimida -l
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Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipe b Cultivo celular y cosecha

1.1  Fermentacion de Haemophilus influenzae tipo b

Etapa 1.1: Primer precultivo en agar de carbén vegetal (medio solido)

Antes de esta etapa, se reconstituyen células de Haemophilus influenzae tipo b de la siembra de
trabajo en caldo de tripcasa de soja (vea el capitulo 4.1.1)..

Las bacterias se siembran en matraces con medio solido de agar de carbon vegetal (vea el
capitulo 4.1.2) y se incuban durante 16 a 24 horas a entre +35 °C y +39 °C.,

Etapa 1.2: Segundo precultivo en medio liquido

Las colonias bacterianas se cosechan en medio liquido (vea el capitulo 4.1.3) y se inoculan en un
tanque. A continuacion se incuban las bacterias bajo condiciones de agitacién y ventilacidn estéril
durante 4 a 10 horas a entre +35 °C y +39 °C.

Etapa 1.3: Tercer precultivo en medio liquido

Se realiza un tercer precultivo en un fermentador mediante la inoculacion del medio liquido con el
segundo precultivo. Se incuban las bacterias bajo condiciones de agitacién y ventilacion estéril
durante 3 a 6 horas a entre +35 °C y +39 °C.

Etapa 1.4: Cultivo industrial en medio liquido

Finalmente, se inicia el cultivo industrial en un fermentador mediante la inoculacién del medio
liquido con el tercer precultivo. Se incuban las bacterias bajo condiciones de agitacién y
ventilacion estéril durante 3 a 13 horas a entre +35 °C y +39 °C.

Al final de las etapas 1.2, 1.3 ¥ 1.4, se toman muestras para realizar controles durante el proceso
(vea el capitulo 3.1.1).

1.2 Cosecha del polisacarido de Haemophilus tipo b (etapa 1.5)

Etapa 1.5a: Tratamiento con formaldehido

El cultivo industrial se trasvasa a un tanque de enfriamiento y se afiade solucién de formaldehido
(36% p/p). Bl cultivo se mantiene durante 2 a 24 horas, con agitacién suave y en condiciones de
refrigeracion.

Etapa 1.5b: Clarificacion

El sobrenadante que contiene el polisacarido de Haemophilus tipo b se cosecha mediante
centrifugacién continua y se somete a filtracién profunda. El microgrénulo bacteriano se descarta,

Etapa 1.5¢: Concentracion mediante ultrafiltracion

El sobrenadante se concentra mediante ultrafiltracién (corte de la membrana en aproximadamente
100 kDa).
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Granel de polisacarido canjugado de Haemophilus tipo b Cultive celular y cosecha
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1.3  Extraccion (etapa 1.6)

Etapa 1.6a: Precipitacién del polisacarido de Haemophilus tipo b con cetrimida T

El polisacérido capsular se precipita del sobrenadante concentrado mediante la adicion de
solucién de cetrimida (bromuro de hexadeciltrimetil amonio).

Etapa 1.6b: Centrifugacion

El precipitado se recolecta mediante centrifugacién continua y se descarta el sobrenadante. El
microgranulo de cetrimida obtenido se almacena en tanques de acero inoxidable a <-20 °C (vea la
seccion 3.2.5.2.4 Pasos criticos ¢ intermedios de PRP).

2  Fermentacion de Clostridium tetani 'y cosecha de la toxina tetanica

El flujo de proceso de la fermentacion de Clostridium tetani y 1a cosecha de la toxina tetanica se
presenta en la figura 2. El tamafio del lote industrial de fermentacion es de 2400 L.
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Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b

Seccion 3.2.8.2.2

Figura 2: Preparacién de la toxina tetinica concentrada y diafiltrada

Preparacion del

inéeulo

y subcultivos

Cultivo
industrial

Lisis
celular

Cosecha

Precultivos

Y
A

y
3

Cultivo celular y %

Descripeion del proceso

Pardmetros de produccion

Controles

Lotes de siembra de
trabajo

l

Etapa 2.1: Preparacion del ingenlo
y subcultivos
2,1a: Cultivo en medio de tioglicolato
¥ tesazuring
2.1b Subcultivo de ser necesario,
en medie de tfoglicolato y resazurina

'

Etapa 2.2: ler precultivo en
medio de tioglicolato y resazurina

Etapa 2.3: 2° precultive en
medio de Massachusetfs

Etapa 2.4: 3er precultivo en
medie de Massachusetts

Etapa 2.5: Cu*tivo industrial
en medio de Massachusetts y bajo
flujo de nitrégeno

Etapa 2.6: Lisis celular
2.6a Enfriamiento
2.6b: Adicién de cloruro
de sodioy citrato de sodie

'

I Toxina cruda

!

Etapa 2.7: Cosecha

2.7a: Clarificacién por centrifugado y
filtracién
2,7h: Concentracion por ultrafiltracion
2.7c; Diafiltracion mediante ultrafiitracion

Toxina concentrada y
diafiltrada

T °C: +34°C a+36 °C

. Duracién: 24 a 72 horas
T°C:+34 °C a+36°C

. Duracién; 24 a 72 horas

T °C: +34 °C a +36 °C
. Duracidn: 4 a 10 horas

LTeC:+34°Ca+36°C

. Duracién: i2 a 20 horas

TRC: +34°C a+36°C
. Duracion: 6 a 10 horas

L ToC +34°Ca+36°C

. Duracién: 138 a 146 horas

i2 2 20 horas

. Corte ~ 50kDa
. Corte ~ 50kDa

-

Control durante el proceso:

. Gramo

Control durante ¢! proceso.

, Gramo

Controles duranie el
proceso:
. Pureza
. Gramo

Controles durante el
proceso: '

. Pureza

. Gram

. Tltule de floculacién

. Duracién de! contacto con las sales: Control durante el proceso:

. Titulo de floculacion

Control durante el proceso:

. Titulo de flocutacién
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sanofi pasteur Seccion 3.2.8.2.2
Granel de polisacarido conjugado de Haemophilus tipo b Cultivo celular y ¢osecha

2.1 Fermentacion de Clostridium tetani

2.1.1  Preparacion del indcuilo y subcuiltivo (etapa 2.1)

Se inoculan células de Clostridium tetani de un lote de siembra de trabajo en tubos que contienen
medio de tioglicolato y resazurina (vea el capitulo 4.2.1). Los tubos de cultivo se incuban

durante 24 a 72 horas a entre +34 °C y +36 °C. Se pueden realizar subcultivos bajo las mismas
condiciones.

Al final de la preparacion del inéculo y el subcultivo, se toman muestras para realizar controles
durante el proceso (vea el capitulo 3.1.2).

2.1.2  Amplificacion del cultivo

Etapa 2.2: Primer precultivo

Se inoculan los viales que contienen medio de tioglicolato y resazurina con el cultivo anterior a
una razén de volumen de 1 a 50. El cultivo se incuba durante 6 a 10 horas a una temperatura de
+34 °Ca+36 °C.

Etapa 2.3: Segundo precultivo

Se lleva a cabo un segundo precultivo por inoculacion de medio de Massachusetts (vea 4.2.2) con
los viales del primer precultivo a una razén de volumen de 1 a 30. El cultivo se incuba durante 12
a 20 horas a una temperatura de +34 °C a +36 °C.

Etapa 2.4: Tercer precultivo

El segundo precultivo se transfiere a medio Massachusetts a una razén de volumen de 1 a 5. Las
células se incuban durante 6 a 10 horas a entre +34 °C y +36 °C.

Al final del tercer precultivo, se recogen muestras para realizar los controles durante el proceso
(vea el capitulo 3.1.2).

2.1.3  Cultivo industrial (etapa 2.5)

Los fermentadores se inoculan con el tercer precultivo en una razén de volumen de 1 a 39.

Las células se incuban durante 138 a 146 horas, bajo agitacién y flujo de nitrdgeno, a entre
+34 °Cy +36 °C.

Al final del cultivo industrial, se recogen muestras para realizar los controles durante el proceso
(vea el capitulo 3.1.2). :

2.2 Lisis celular (etapa 2.6)

Etapa 2.6a: El crecimiento bacteriano se detiene enfriando el medio de cultivo.

Etapa 2.6b: El cultivo se trasvasa a un tanque de lisis designado. La lisis se lleva a cabo
afiadiendo cloruro de sodio y citrato de sodio al cultivo industrial a través de un filtro de 0,2 pm.

) A;‘l....._._..,‘_ BTNy / W NOSnp—
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ANz,

La suspension bacteriana se mantiene bajo condiciones de agitacion durante 12 a 20 ho% loci"né
produce la liberacion de fa toxina cruda en los medios. O

Al final de la ctapa, se recogen muestras para realizar los controles durante el proceso (vea el
capitulo 3.1.2).

2.3  Cosecha de la toxina tetdnica (etapa 2.7)

Etapa 2.7a: Clarificacién mediante centrifugacion

El sobrenadante que contiene la toxina tetanica cruda se cosecha mediante centrifugacién continua
y se somete a filtracion. Se desechan los residuos bacterianos.

Etapa 2.7b: Concentracion mediante ultrafiltracién
El sobrenadante se concentra mediante ultrafiltracién (corte de la membrana = 50 kDa).
Etapa 2.7c: Diafiltracion mediante ultrafiltracion

La toxina tetdnica concentrada se diluye en tampén de fosfato disédico (0,07 M/ pH 8,1 a 8,3;
vea el capitulo 4.2.3) y se diafiltra 5 veces (corte de membrana ~ 50 kDa) contra el mismo tampén
para obtener la toxina concentrada diafiltrada. La toxina se trasvasa de inmediato para las
siguientes etapas mediante una etapa de filtracion de 0,2 pm.

Al final de la etapa de diafiltracién, se recogen muestras para realizar los controles durante el
proceso (vea el capitulo 3.1.2).

JAY ,
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3  Controles durante el proceso

3 Controles durante el proceso

3.1 Panorama de los controles durante el proceso

3.1.1 Controles durante el proceso aplicados durante la fermentacién de Haemophilus
influenzae tipo b y durante la cosecha del polisacarido

Los controles durante el proceso aplicados para la fermentacion del Haemophil.us influenzae
tipo b y para la cosecha de polisacdrido se presentan en la tabla 1. No se realizan controles durante
el proceso para la cosecha del polisacérido.

Tabla 1; Controles durante el proceso aplicados para la fermentacién de Haemophilus
influenzae tipo b y para la cosecha de polisacarido

Pasos de elaboracitn Controles durante el proceso
Pruebas Criterios de aceptacién Justificacién
Etapa 1.2: 2° precultivo en Tincion de Gram(método Cocobacilos gram negativos Controlar la pureza ¢
medio liquido bajo agitacién | interno) identidad del cultivo
Pureza

Caracteristicas de crecimiento
en diferentes medios
seleccionados

(métedo interno)

Etapa 1.3: 3% precultivo en | Tincién de Gram(método Cocobacilos gram negatives | Conirolar la pureza e
medio Hquido bajo agitacién | interno) identidad del cultivo
Pureza

Caracteristicas de crecimiento
en diferentes medios
seleccionados

{método interno)

Etapa L.4; Cultivo industrial | Tincién de Gram( método Cocobacilos gram negativos Controlar la pureza ¢
interno) identidad del cultivo
Pureza

Caracteristicas de crecimiento
en diferentes medios
seleccionados

{método interno)

P
R
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3.1.2  Controles durante el proceso aplicados en la fermentacion de Clostridium tet ‘
la cosecha de Ia toxina tetdnica

Los controles durante ¢l proceso aplicados en la fermentacion del Clostridium tetani 'y en la
cosecha de toxina tetnica se presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Controles durante el proceso aplicados en la fermentacion del Clostridium tetani y
en la cosecha de la toxina tetanica

Pasos de elaboracién Controles durante el proceso
Pruebas Criterios de aceptacién Justificacion
Ftapa 2.1: Preparacién del | Tincién de Gram({método Bacilos gram positives Identificar la cepa
inéculo y de los subcultivos interno)
Etapa 2.4: 3* precultivo Tincién de Gram{método Bacilos gram positivos Controlar la pureza ¢
interno) identidad del cultivo
Pureza

Caracteristicas de crecimiento
en diferentes medios
seleccionados

(método interno)

Etapa 2.5: Cultivo industrial { Tincién de Gram(método Baciles gram positivos Controlar la pureza e
interno) identidad del cultivo
Pureza Caracteristicas de crecimiento
(método interno) en diferentes medios
seleccionados
Titulo de floculacién Caleular la produccion de
(Ph. Eur. 2.7.27 Prueba de > 40 Lf/mL toxina
Ramon}
Lisis celular; Titulo de floculacién > 36 L/mL Cuantificar el titulo de la
Etapa 2.6b: Adicién de las (Ph. Eur. 2.7.27 Prucba de toxina
sales de lisis Ramon)
Cosecha: Titulo de floculacién Sin criterios de aceptacién Permitir ajustar el tftulo al
Etapa 2.7¢: Diafiltracién (Ph. Eur. 2.7.27 Prueba de comienzo del paso de
pa e Ramon) purificacién
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4  Medios de cultivo, tampones y otros aditivos empleados dysj rx;;-tg?‘@;

» : 4
g B 3.
.... L
h,

cultivo celular y la cosecha PN\ f

4.1 Medios de cultivo empleados durante la fermentacién de Haemophilus
influenzae tipo b y otros aditivos utilizados para la cosecha del polisacarido

4.1.1 Caldo de tripcasa de soja

Este medio ya estd esterilizado y listo para usar en tubos.
Peptona de caseina

Péptona de soja

Cloruro de sodio

Fosfato dipotasico

Glucosa

Agua purificada

El pH de este medio es de 7,1 a 7,5.

4.1.2 Medio solido (agar de carbon vegetal)

Agar de carbén vegetal (elaborado con infusion de corazén de buey y-peptona porcina)
Agua purificada
Sangre de caballo desfibrinada

El agar de carbén vegetal en polvo se mezcla con agua purificada y este preparado se esteriliza
con vapor a alta temperatura. Luego se afiade la sangre de caballo desfibrinada y el medio se
calienta a +80 °C £ 5 °C durante 15 minutos.

4.1.3 Medio liquido
Este medio estd constituido por 2 componentes, 1} y 2), que se preparan como se describe a
continuacion.
1)  Medio base:
Hidrolizado 4cido de caseina
Dihidrogenofosfato de sodio dihidrato (2H,0O)
Fosfato disédico dodecahidrato (12H,0)
Solucidn de lactato de sodio al 60 %

L-cistina
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Granel de polisacaridoe conjugado de Haemophilus tipo b Cultive celular y cosecha

L-Triptéfano
CaCly, 2H,0
(NHy)s, SO4
MgS04, 7TH,0
HCH

Agua purificada

Este componente (1) se esteriliza con calor o por filtracion en una membrana de 0,22 pm.
2)  Medio adicional

Este medio estd constituido por dos componentes:
¢ Solucién A/C:
Extracto de levadura ultrafiltrado
Dinucleotido de nicotinamida adenina
e Solucion B:
Sal disddica de protoporfirina IX sintética

Glucosa

Estos 2 componentes (soluciones A/C y B) se mezclan a temperatura ambiente y se agregan al
medio base mediante filtracién de 0,2 pm.

4.14  Otros
¢ Solucion de formaldehido (36 % p/p)

¢ Solucién de cetrimida (bromuro de hexadeciltrimetil amonio)

¢ Antiespumante (opcional durante las etapas de fermentacion en caso de producirse espuma)
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4.2  Medios de cultivo, tampones y otros aditives empleados durante la
fermentacion de Clostridium tetani y cosecha de la toxina tetanica

4.2.1  Medio de ﬁoglicolato y resazurina

Este medio viene listo para usar.
Peptona de caseina
Extracto de levadura
Tioglicolato de sodio
Cloruro de sodio
L-cistina

Dextrosa

Agar

Resazurina

Agua purificada

pH final: 7,1 + 0,2.

El medio se esteriliza con vapor a alta temperatura.
4.2.2 Medio de Massachusetts

Triptona V

Infusion de corazén de buey previamente ultrafiltrada (50 g/L)
Glucosa anhidra

Cloruro de sodio

Fosfato disodico, 12H;0
Fosfato monopotéasico ZH,O
Sulfato de magnesio, 7TH,O
Sulfato ferroso, 7H,O
L-cistina

L-Tirosina

Uracilo

HC1 de tiamina (B1)
Riboflavina (B2)
Pantotenato de calcio (BS)
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Clorhidrato de piridoxina (B6)

Biotina

Cianocobalamina

Acido piridico 2-6 dicarboxilico

Péptidos N3

HCI concentrado

Etanol anhidro

Carbon vegetal

Agua purificada

El pH del medio se ajustaa 7,3 + 0,1 con hidréxido de sodio.

El medio se trata con calor.
4,23 Tampén de fosfato disédico (0,07 M), pH 8,2

Fosfato disédico dodecahidrato (12H;0)
HCI concentrado

Agua purificada

424 Otros

¢ Cloruro de sodio
o Citrato de sodio

e Antiespumante (opcional durante las etapas de fermentacién en caso de producirse espuma)
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