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Sistema de Lotes de Siembra de cepas de Neisseria meningitidis cultivadas
en medios de origen no animal
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En la produccion de biologicos, especialmente aquellos obtenidos de microorganismos, resulta esencial contar con un
suministro de cepas estable y bien caracterizado como materia prima para la produccion. Para esto, es imprescindible
conservar las cepas vacunales empleando el Sistema de Lotes de Siembra, asi como contar con medios de cultivo
que garanticen un Optimo crecimiento microbiano y la presencia de los antigenos de interés. En el Instituto Finlay de
La Habana se trabaja en la obtencion de una vacuna contra Neisseria meningitidis libre de componentes de origen
animal. En el presente trabajo se elaboraron y caracterizaron Lotes de Siembra de Referencia y Trabajo de Neisseria
meningitidis serogrupos A, C, Y, W135 y X cultivados en medios de origen no animal y cumpliendo con las Buenas
Practicas de Produccion vigentes. Se establecio la documentacion adecuada que incluye: expedientes de cada lote,
los procedimientos normalizados de operacion, los registros de elaboracion y control de los lotes, las especificaciones
de calidad y los certificados de ensayo.

Palabras claves: Neisseria meningitidis, vacunas, medios de cultivo.

Introduccion En la elaboracion de estos lotes es imprescindible
contar con medios de cultivo que garanticen un dptimo
crecimiento microbiano, asi como la presencia de los
antigenos de interés.

El Sistema de Lotes de Siembra es un elemento
fundamental en el desarrollo y fabricacion de productos
bioldgicos, pues lograr la calidad y eficacia del producto

final depende en gran medida de la conservacion de los En el Instituto Finlay de La Habana, _Cubg, S€ trgbaja} cn
microorganismos empleados para ello. Este sistema se la obtencion de una vacuna contra Neisseria meningitidis
usa para prevenir los cambios o pérdida de propiedades serogrupos A, C, Y, W135 y X libre de componentes de
de los microorganismos empleados como materia prima origen animal, disminuyendo asi los r_iesggs inhe_ren?e_s 3_11
en la produccién de biofirmacos, a consecuencia de uso de este tipo de productos (3). Neisseria meningitidis
subcultivos repetidos o generaciones multiples. es considerado un microorganismo exigente en cuanto

a los requerimientos para su cultivo, ya que sélo crece
en medios enriquecidos, dentro de limites estrechos de
temperatura y pH. Tradicionalmente se emplea el Agar
Mueller Hinton suplementado con suero de ternero (4).
Algunas empresas emplean enzimas de origen porcino
en la fabricacion de este medio.

El concepto de Sistema de Lotes de Siembra en dos
niveles, en el cual el Lote de Siembra de Referencia es
usado para generar el Lote de Siembra de Trabajo, es
considerado como la manera mas practica para asegurar
la identidad y pureza del sustrato celular empleado
como materia prima para la fabricacion continua de un

producto biologico. La caracterizacion de dichos lotes Las cepas utilizadas tradicionalmente para este tipo de
de siembra es un componente critico del proceso, ya vacunas y que son recomendadas por la Organizacion
que permite confirmar la identidad, pureza y estabilidad Mundial de la Salud, tienen el inconveniente de ser
del microorganismo de interés (1). De igual manera, la aislamientos de la década de los 70, época en que los
documentacién apropiada de la preparacion, ensayo y componentes de los medios eran fundamentalmente de
controles de rutina de dichos lotes, es una parte esencial origen animal, por lo que es necesario partir de nuevos
del cumplimiento de las Buenas Practicas de Produccion aislamientos en medios de cultivo que no tengan dichos
(BPP) vigentes (2). componentes.
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Teniendo en cuenta lo anterior nos propusimos como
objetivo establecer el Sistema de Lotes de Siembra para
cepas vacunales de Neisseria meningitidis serogrupos
A, C,Y, W135 y X cultivadas en medios de origen no
animal, y cumpliendo con lo establecido en las BPP.

Materiales y Métodos

Cepas: Las cepas fueron aisladas de pacientes entre los
afios 1997 y 2003 y pertenecen a los serogrupos A, C,
Y, W135 y X; dichos aislamientos constituyen los lotes
maestros.

Medios de cultivo y soluciones:
-Caldo triptona soya de origen no animal (CTS).

-Agar triptona soya de origen no animal (caldo triptona
soya de origen no animal + agar agar) (ATS).

-Soluciones de glicerol al 15% y al 20%.

-Medio liquido para Neisseria meningitidis (extracto de
levadura, glucosa, L-cisteina monohidrato, L-glutamato
y disodio hidrogeno fosfato) (MLNM).

Todos los medios y soluciones empleados en la
elaboracion de los lotes cuentan con la certificacion de
origen, que asegura que no contienen productos de origen
animal.

Redaccion de la documentacion: Los Procedimientos
Normalizados de Operacion (PNO) para la elaboracion
y caracterizacion de los Lotes de Siembra, los Registros
Maestros de Lote (RML), asi como las Especificaciones
de Calidad (ESPE), se redactaron teniendo en cuenta
la bibliografia especializada sobre la tematica de la
documentacién en la industria farmacéutica, asi como
los documentos regulatorios de las BPP para productos
biologicos y farmacéuticos (2, 5-8).

Elaboracion de los Lotes de Siembra de Referencia:
A partir del Lote Maestro se realiz6 una siembra por
agotamiento en ATS. Las placas se incubaron a 36,5 +
0,5°C 'y 5% de CO, durante 18 a 24 horas. A partir de
las colonias aisladas se realizd una siembra en césped
en el mismo medio, se incubd en iguales condiciones.
La biomasa de cada placa se resuspendi6 en 3 mL de la
solucion crioprotectora constituida por una mezcla de
Glicerol 20% + CTS.

Se comprob6 la pureza por tincion de Gram para
la observacion de diplococos Gram negativos. Las
suspensiones con resultado de pureza satisfactorio se
mezclaron en un erlenmeyer estéril y se distribuyo a razon
de 0,4 mL por criotubos, los cuales fueron identificados

(nombre y nimero de la cepa, nimero de lote y fecha de
elaboracion) y almacenados a -70°C.

Elaboracion de los Lotes de Siembra de Trabajo: A
partir de un criotubo del Lote de Siembra de Referencia
se sembraron 100 pL de la suspension por agotamiento
en ATS, se incubaron las mismas como se describid
previamente. La biomasa obtenida se resuspendidé en
3 mL de medio MLNM y se comprob6 la pureza por
tincidn de Gram. A partir de esta suspension se inocularon
erlermeyers con 100 mL de medio MLNM, los cuales
se incubaron a 36,5 £ 0,5°C con agitaciéon en zaranda
orbital termostatada a 200 rpm, hasta obtener valores
de absorbancia >1,0. Se realizd tincién de Gram para
comprobar la pureza del cultivo. Se afiadieron 100 mL de
Glicerol 15%. La mezcla se homogeneizo y se distribuy6
arazon de 3 mL en viales, los cuales fueron identificados
y almacenados a -70°C.

Caracterizacion de los Lotes de Siembra de Referencia
y Trabajo: Cada lote se caracterizO empleando
los siguientes ensayos: viabilidad, observacion de
caracteristicas culturales, pureza (tincion de Gram y
siembra en diferentes medios), crecimiento a 25°C,
potencialidad de crecimiento en medio liquido e identidad
(pruebas bioquimicas y serologicas).

Confeccion de los expedientes: A cada lote se le
confecciond un expediente con toda la documentacion
que garantiza el cumplimiento de las BPP.

Resultados y Discusién

Redaccionde ladocumentacion: Previoalaelaboracion
de los nuevos Lotes de Siembra se confeccionaron
los PNO, RML y ESPE. Toda la documentacion fue
aprobada por la Vicepresidencia de Calidad del Instituto
Finlay.

La documentacion apropiada para el procesamiento,
preparacion y ensayo de los Lotes de Siembra es una
etapa esencial del cumplimiento de las Buenas Practicas
de Fabricacion de productos farmacéuticos y constituye
una exigencia de las autoridades regulatorias nacionales
(2) e internacionales (5-8).

Los PNO estan disefiados de manera tal que establecen,
entre otros aspectos: las operaciones detalladas del
proceso, etapa por etapa, respetando los requerimientos
de cultivo y conservacion del microorganismo en
cuestion, garantizando que dichas operaciones se
realicen de manera uniforme. Los RML deben ser
llenados a medida que se realizan las operaciones, lo
que demuestra que el procedimiento ha sido realizado
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y que se ha alcanzado la calidad requerida. Las ESPE
constituyen estandares de calidad criticos para asegurar
la calidad y consistencia del producto.

Elaboracion de los Lotes de Siembra: La elaboracion
de todos los Lotes de Siembra se ejecutd por personal
calificado y entrenado siguiendo la metodologia descrita
en cada PNO. Se trabajé en un ambiente controlado
garantizando la separacion temporal y espacial del area
de trabajo, con el objetivo de asegurar que no ocurriera
contaminacion cruzada.

La identificacion y almacenamiento de los lotes se
realizd acorde a los procedimientos establecidos. Cada
cepa empleada como Lote Maestro cuenta con su
historia lo que garantiza su trazabilidad (1, 3). Todas las
operaciones se efectuaron de acuerdo a los principios
basicos de las Buenas Practicas de Produccion (2, 5-8).

Caracterizacion de los Lotes de Siembra
Viabilidad

EnlaTablase presentan los resultados de la determinacion
de viabilidad de los lotes. En todos los casos la viabilidad
fue superior a 10> UFC/mL por lo que estos resultados
cumplen con el limite de aceptaciéon del ensayo
establecido en las especificaciones (>10° UFC/mL).

La congelacion de cultivos a temperaturas inferiores a
-70°C sigue siendo el método mas comiin de preservacion
por largos periodos de tiempo (9). Los altos recobrados
de viabilidad y la conservacion de las caracteristicas
genéticas de los cultivos, hacen que sea ampliamente
utilizado en la industria biofarmacéutica.

Para obtener mejores resultados se utilizan sustancias
llamadas crioprotectores, de ellas el glicerol es una de
las mas empleadas ya que mejora la supervivencia de las
células al minimizar el contenido de agua intracelular,
apoya el proceso de vitrificacion y protege las estructuras
celulares (10).

Ensayos de identidad

Los ensayos de identidad de todas las cepas mostraron
que el comportamiento de las caracteristicas culturales,
fisiologicas, bioquimicas y serologicas se mantuvieron
de acuerdo a lo descrito para Neisseria meningitidis
(4, 11), cumpliendo asi con los criterios de aceptacion
establecidos en las ESPE.

El crecimiento en ATS permitié observar colonias de
color crema, de bordes enteros, convexas y brillantes.
Todas las cepas produjeron la enzima citocromo oxidasa

Tabla. Clasificacion de serotipos y subtipos del
serogrupo B de Neisseria meningitidis aisladas en un
estudio de 93 pacientes.

Viabilidad (UFC/mL)

Serogrupo SR ST
A 1x107 1,96 x 10®
C 4,6 x 10° 4,53 x 107
Y 6x10° 1,66 x 107
W 1,67 x 108 3,85x 108
X 1,37 x 10° 7,8 x 108

LSR: Lotes de Siembra de Referencia.
LST: Lotes de Siembra de Trabajo.

y degradaron la glucosa y maltosa con producciéon de
acido, no asi la sacarosa, lactosa y fructosa.

No se observd crecimiento a 25°C, mientras que los
cultivos en medio liquido presentaron valores de
absorbancia mayores que 1,0 a las 4 horas de incubacion.
El ensayo de aglutinacion en lamina demostro la
identidad de cada cepa al observarse aglutinacion frente
a cada antisuero del serogrupo especifico.

Para los microorganismos, el analisis del crecimiento en
medios selectivos asi como las propiedades bioquimicas,
fisiologicas y serologicas son adecuados para confirmar
la identidad (1, 3).

Ensayos de pureza

Un aspecto muy importante en la caracterizacién de
lotes de siembra, lo constituye la valoracion de que estos
estan bioldgicamente puros, por lo que deben realizarse
ensayos apropiados para la deteccion de contaminantes
(1, 3).

Las caracteristicas de los cultivos realizados en agar
sangre de carnero 5%, agar triptona soya y caldo
triptona soya y tioglicolato, incubados a 36,5 + 0,5°C
y 25°C coincidieron con Neisseria meningitidis, y
no se observaron otras colonias con caracteristicas
morfologicas diferentes. La observacion al microscopio
de los cultivos tefiidos por el método de Gram demostrd
la presencia de diplococos Gram negativos (4, 11).Todo
lo anterior nos permite afirmar que los lotes de siembra
mantuvieron resultados de pureza satisfactorios.

Confeccion de los expedientes

Cada lote cuenta con su expediente que incluye:
certificado de origen, registro de elaboracion del lote,
informes de resultados de los ensayos realizados,
registros de existencia y certificados de liberacion.
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Conclusiones

Se establecié en el Instituto Finlay de La Habana, el
Sistema de Lotes de Siembra para cepas de Neisseria
meningitidis serogrupos A, C, Y, W y X, cultivadas y
conservadas en medios de origen no animal. Durante
todo el proceso se cumplio con lo establecido en las
BPP. Esto garantiza la disponibilidad de cultivos puros,
viables, estables genéticamente y con una trazabilidad
adecuada, para producir vacunas con calidad y eficacia.
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Seed Lot System from Neisseria meningitidis strains cultured in non-animal origin media

Abstract

During the manufacturing of biological products derived from microorganisms, stable and well-characterized cells to be
used as production source should be provided. In this sense, it is essential to preserve strains using Seed Lot System as
well as to have culture media ensuring an optimal growth of microorganisms and the presence of the relevant antigens.
Currently, Finlay Institute from Havana works in obtaining a free- from-animal-origin-component vaccine against
Neisseria meningitidis serogroups A, C, Y and W. Reference and Working Seed Lots from Neisseria meningitidis
serogroups A, C, Y, W and X were developed and characterized, using culture media free from animal-origin components
and in compliance with current Good Manufacturing Practices. New documentation was established, including: lot
master files, standard operational procedures, lot records, quality control specifications and assay certificates.
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