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"Procedimiento pare la preparacién de una vacuna

contra la tuberculosig".

Gggﬁ%dhnéw

CIBA SOCIETE ANONYME, entidad suize, residente en

Basilea, Suiza.

El objeto de la invencion es un procedi-
miento técnico para la obtencidn de cultivos vivien-
tes de Mycobacterium tuberculosis var. BGG debilita—

do (Bac. Calmette-Guérin) se emplea como vacuna vi-

ST

a De va pare le inmunizacidén contre la tuberculosis.

Mod. 113



5e

10.

15.

20.

25.

30,

-0 -

301910

Tambien los extractos celulares BGG mues-
tran un cierto efecto immunizante. Para la obtencién
de la vacuna y de los extractos celulares en gran esg
cala se debia disponer de cantidades celulares uni-
tarias , y capaces de vivir correspondientemente —-
grandes. Esto, hasta ahora, sin embargo era el caso
BCG es muy sensible con respecto al cultivo. Hasta
ahora no se ha logrado preparar el BCG en escala %ée
nica en los fermentadores usuales de acero inoxida-
ble bajo aireacién y agitacidn, ya que el BCG, bajo
estas condiciones, no crecia o sélo muy lentamente.

Se ha descubuerto ahora que la composi-
cién del caldo de'culti#o, especialmente con respec—
to & las fuentes de carbono y la adicidén de materia-
les de actividad de superficie, asi como una reduci-
da ventilacidn y agitacidn, son de importancia deci-
siva pare el cultivo del BCG en escala iécnica.

Se ha demostrado gue la combinacién de gli
cerina como fuente de carbono y de energla con reti-
culadores del tipo Tween (vease The Merck Index, T2
edicién 1960, pagina 970), especialmente con Tween
80, hace posible un crecimiento éptimo del BCG en -
los fermentadores. Las parites de ambos componentes
dependen de los deméds componentes del caldo de cul-
tivo. Ia glicerina se agrega en concentraciones de
20 - 100 g/litro de caldo de cultivo, el medio de
reticulacién en tales de 1 - 20 g/litro. Los demds
componenetes del caldo de cultivo, fuenies de nitré-
geno, sales, elementos en indicios, corresponden -

esencialmente & los medios indicados en la litera-
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tura para el cultivo de BCG. Ia aireacidén ha de ser
débil, aprox. 0,1 hasta 0,5 volumenes de aire por -
volumen de solucidn de cultivo por minuto. También
la agitacién deberd mantener baja, por ejemplo aprox.
50 - 100 revoluciones por minuto.

- La temperatura de incubacidén en los fer—
mentadores asciende preferentemente a 37¢C. Para la
inyeccibn de los fermentadores sirven cultivos de -
agitacibén de 6 - 9 dias, incubados a 372C; se inyec—
ta con 2 - 5%_en volumen de cultivo de agitacién.

El cfecimiento del cultivo se comprueba -~
turbidimétricamente, por ejemplo midiendo la absor-
eidn de 1luz a 655 m/u en un colorimetro fotoeldotri-
co. Se repcoge & una densidad 6ptica de 2 - 10 corres
pondiente a aprox. 1 - 5 g de peso seco de célula -
por litro de caldo de cultivo. Esta densidad se he
alcanzado después de 5 - 15 dfas. Para la propage~
cién & etapas de fermentador mds elevadas se emplean
cultivos con une densidad 4ptica de 1 - 3, tal y co-~
mo se obtienen después de une incubacién de menos 4
- 6 dfas,

Cuando se ha alcanzado la densidad desea~
da se separan las bacterias del caldo de cultivo, -
por ejemplo por centrifugado., Para la obtencidén de
vacuna BCG se pueden secar por congelacidén o elabo-
rarse para obtener extracto de células.

En caso de que los cultivos de BCG se ha- .
yan de emplear para la obtencidén de vacunas deberan
mostrar el mayor contenido posible de células vivas
(en proporcidén al mimero total de células) y ademds
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ser relativamente insensibles a las influencias de
temperatura, presidn, medios de suspensién, ete. tal
¥ como se presenta en la prepafacidn ¥y almacenamieﬁ-
to de las vacunas. '

Para obtener cultivos vivos de tel manera
estables, se emplean como méteriél de partida, en el
procedimiento arribe mencionado, preferentemente los
cultivos que se obiuvieron sometiendo un cultivo de
BCG a las condiciones de le obtencidn y almacenamien
to de la vacuna y séleccionando de los cultivos ine
dividuales los mds estebles a estas condiciones. En
la obtencién de Vacuna BCG liofiliéada Se procete =
por ejemplo, liofilizando un cultivo de BCG, almace-
nando durante largo tiempo, por ejemplo 1 ~ 6 meses
a2 una temperatura evgptual de aslmescenemiento de la
vacuna, por ejemplo 379C, suspendiendo después, sem~
brando la suspensidn en un cgldo de cultivo sélido -
eﬁ concentraciones tales que'crezcan colonias sepép
radas, multiplicando las distancias coloniales en =
caldo de cultivo liquido y liéfilizéndo los cultivos
individuales, asi obtenidos, para determinar el por-
centaje de sobrevivientes sembriandolos sobre caldo -
de cultivo estable, seleccionado los distintos cul-
tivos con proporeidn de supervivientes mayor y em=-
pleéndolés como material de‘partida para el proce-
dimiento segin la presente invencidn.

La temperatura de liofilizacién asciende
preferentemente a 15 hasta 202C, la presién a 0,0é
mn, Hg. La suspensidén de becterias a liofilizar se

deberd congeler lo mds rapidamente posible a unos
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50¢C (Bajada de temperature 3 hasta 42 por minuto),
Le liofilizacidén se efectia en presencia de un “ie-
dio secador" por ejemplo una solucidén acuose Qe —-
dextrano (53), glutemano sédico (5%) y azucar (5%)
(vedse Greaves, Ann.N.Y.Aced.Sci.85, 723 (1960) --
E1l liofilizado contiene 1 -2 % de agua.

La invencién se describe en los ejemplos
siguientes. Las temperaturas se indican en grados —
Celsius,

Bjemplo 1 .=

En un fermentador de 50 litros (de cons-

truceidn usual en la productidn de antibioticos) con
distribuldor de aire, agitador y regulador de tempe-
rature se introducen 30 litros de caldo de cultivo -
que por litro tiene la composicién siguientes

Glicerina T5,0 g
Tween 80 2,0 g
Solucién de albu-

ming al 5% 50,0 ml
L-asparagina 2,0 g
Bacto—-Casiton 1,0 g

Fosfato potdsico
prim, - 1,08

Fosfato sbédico sec.
12 H20' 2,5 g

Citrato ferriaménico 10,0 mg
Sulfato de magnesio

T H,0 10,0 mg
. Cloruro de calcio

Sulfato de cinz
7 H20 : 0,1 mg



Sulfato de cobre

5 H20 0,1 ng

Agua desionizeda ad 1000 ml

E1l caldo de cultivp se trata en el auto-

5. clave antes de ser cergado, sin adicién de la solu-

' cién de albumina, durante 20 minutos a 1202 y 1,2 --
atm., despues se agrega la solueidn de albﬁmina_inqg
tiva en dos dlas consecutivos, cada vez durante 2 -
horas a 562, y filtrada a través de un filtro Seitz.

10. El fermentador se inyecta con 900 ml de un

' cultivo BCG de 9 dfas de edad, cultivado en matra-

ces de Erlenmeyer, cada vez con 100 ml de caldo de
cultivo, en una méquina agitadora de rotacién, y que
muestre una densidad optica de 0,3 - 0,4 (medicidén

15. a 655 m/u) (E1 caldo de cultivo de los matraces Er-
lenmeter corresponde al arriba indicado, contieme -
gin embargo, en lugar de 50 ml de so;uci6n de albid=
mina por litro, 100 ml y nada de glicerina y de Tween).
El cultivo se efectia a 372 con un paso de aire de

20. 0,25 vol, por Vol. de caldo de cultivo por minuto y
agitando con un agitador de turbina de 6 hojas con -
50 revoluciones por minmuto.

Despuds de 10 dfas muestre la solucién de
cultivo una densidad Sptica de 4,40 (a 655 m/u) es -

25, decir un peso de célula en seco aprox. 2,2 g por li-
tro de solucidén de cultivo.

Empleando bajo las mismas condiciones une
solucidn de cultivo, que en lugar de la glicerina -
contengs 75 g de glucosa, entonces la densidad 4p=-

30, tica es después de 10 dias de 0,13; con un caldo de



cultivo sin glicerina, y con sélo 0,5 g de Tween, -
sin embargo con 100 en lugar de 50 ml de soluecidn =
de albimina por litro, la densidad {§ptica después de
10 dfas es de 0,02,
5. Ejemplo 2 .-

" Bajo las condiciones indicadas en el ejem~
plo 1 se cultive en un fermentador de 50 1itros un
cultivo de BCG en 30 litros de un caldo de cultivo

que por litro tiene la siguiente composicidn:

10. Glicerina 50,0 g
Tween 80 : 15,0 g -
Acetato sédico 1,0 g
L-agparagina 2,0 g
Bacto Casitona - 1,0 g

15, Extrecto de levadura Difco 3,08
Fosfato potdsico, prim. © 1,0 g
Posfato sddico, sec. 12 H20 T 245 8
Citrato ferriaménico - 10,0 mg

“Sulfato de magnesio, 7 H20 10,0 mg

20, - Cloruro de calcio, 6 H20 0,5 mg
Sulfato de cine, 7 H20 0,1 mg
Sulgaﬁo de cobre, 5 H20 0,1 mg
Agug desionizada ad 1000 ml
La solucidn se trata en el autocable durante
25, 20 mn. & 1202 y 1,2 atm, Despuds de 10 dfas muestra

le solucién de cultivo una densidad optica de 5,65
(a 655 m/u) lo que corresponde aproximademente 2,8 g.
de peso de celula en seco por liiro.

Empleando un caldo de cultivo que en lu=-

30. gar de glicerinay Tween contenga 10,0 g de glucosa
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¥y 15,0 g de Triton (WE 1339) entonces la densidad -
optica después de 10 dias es de 0,27,

Bijemplo 3.~

Se inyecta un fermentador de 50 litros que
contiene 30 litros de caldo de cultivo mencionado en
el ejemplo 2, con 900 ml, de un cultivo de agitacidn
que se cultivé en el matraz Erlenmeyer como descrito
en el ejemplo 1, pero en un caldo de. cultivo de la
composicién indicada en el ejemplo 2. Despuds de una
incubacién de 4~6 dfas del fermentador se tramladan
cada vez 15.1itros de la solucién de cultivo a ferw
mentadores de 500 litros con 300 litros de caldo de
cultivo. lLos fermentadores de 500 litros corresponden
en su construccién & los fermentadores de 50 litros.
El cultivo se efectia. a 372 con una aireacién de 0,1
haste 0,5 vol. de aire por vol. de caldo de cultivo
por minuto y agitacién hasta cien revoluciones por =
minuto. Despuds de 7 dfas de incubacidén asciende la
densidad dptica de 4-6, lo que corresponde & 2-4 de
peso de celula seca por litro de solucidn de cultivo,
E1l rendimiento se puéde aumentar considerablemente -
prolongendo la duracidn del cultivo.

Ejemplo 4.~

Para obtener suspensiones para preparar -
ampoyas y liofilizar se enfria uno de los cultivos,
obtenidos segin los ejemplos anteriores, a 42 y se
centrifuga con une centrifugadora contimua, Bl se-
dimenté de BCG as! obtenido se lave una solucidn de
albdmine esteril al 0,05 % ("Bovin Albumin Fractién
V" Pabricante Pentex Inc.,Kankekee,: I1linois).
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Suspengiones utilizables pare inyecciones se obtie-
nen 8i el sedimiento de BCG lavado se suspende, por
ejemplo, en solucidn de sal comin fisiolégica.

Para la obtencidén de ampoyas liofilizadas
se suspende el sedimento lavado en un "Medio de se-
cado" ( 1.g de peso en seco de BCG por litro) que se
obtiene completando 50 g de dextrano, 50 g de gluta~
mato sbdico y 50 gfamos de sacarosa con agua destila
de a un litro, calentando a 90% hasta la solucién -
total y fintrando a través del filtro Seitz para deg
germinizar después de enfriar a unos 302, Después se
llena la suspensién en ampoyas. Con una’ velocidad de
402/mn. se enfrian las ampoyas se llevan al secador
por congelacién y se liofilizan a ~15 hasta ~202 y
0,02 mm, Hg.

Las ampoyas se secan .ulteriormente en un

secador, evacuado con una bomba de difusidn, con gel,
azul & 0,02 mm. Hg, se gasifican con nitrégeno hanhi
dro y s& cierran por fusién. El contenido final de
agua de la vacuna es de 1-2%.

Ejemplo 5.~

Pare la obtencidn de cultivos vivos, que
son especislmente adecuados para la preparacién de
vacunas liofilizadas, estables, con elevado mimero
de germenes vivog y buens resuspensién, se emplea un
material de paitida que se obtiene de la manera si-
guiente;

Sedimento de BEG lavado con une solucidn
de albdmina Fraktidn W al 0,05%, esteril, se suspen=
de, como descrito en el ejemplo 4, en un "Medio de =—
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secado" (densidad éptica 0,44 hasta 0,6 a 655 m/u) y
se liofiliza bajo las condiciones indicadas. El lio-
filizado se almacena durante 6 meses a 372 y después
Se viielve a suspenddr en una solucién de albimina -
Frarktién V al 0,25%. La suspensién se vierte sobre
places de Léwensiein-Jensen en cuencos Petri, de ma-
ners que pof cuenco Petri no crezcan mds de 100 ado-
nias, las placas se incuban a 372, Algunas de las co
lonias individuales se inyectan cada vez en 100 mi.
de caldo de cultivo, por ejemplo la soluccién glice-
rinosa del ejemplo 2, que se encuentra en matraces de
Erlenmeyer de 500 ml, y se incuban en una mdquina --
agitadora, rotante, a 120 revoluciones por minuto a
372 hasta que la densidad Sptica a 655 m/u asciende

a 0,5 hasta 0,8. Se trasladan entonces cada vez 5%

de los cultivos & nuevos matraces de agitaecién con el
mismo calde de cultivo (pera obtener un cultivo homo
geneo), se deja crecer hasta alcanzar una densided -
éptica de 1,0 hasta 1,5, se centrifuge, el sedimento
se lave con solucidén de albimina Eraktien V, al 0,05
% se suspende en el medio de secado erriba indicado

y una parte se siembra sobre placas de Léwenstein-Jen
sen, mientras que otra parte se liofiliza bajo las 5
condiciones indicadas en el ejemplo 4 y después se =
giembra sobre placas de Lidwenstein-Jensen. Al incubar
las placas se observa qué'el porcentaje de sobrevivien
tes es decir, la proporcién del nimero de gérmenes -
vivientes antes de liofilizacién de los distintos cul
tivos monocelulares, es muy distinto (vedse tabla 1).

En los cultivos monocelulares con gran porcentaje de
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sobrevivientes se irata de cultivos que se han pro-
ducido de una mutante genotipicamente termoestable
de la cepa BCG. Tales cultivos dan, al cultivarse
segin el procedimiento descrito en los ejemplos 1

- 3, cultivos vivos en elevado grado sdélidos a la
liofilizacidén y al almacenamiento, que sSon muy ==
bien adecuados para la obtencién de vacunas liofili-
zadas, Los cultivos seleccionados con loo% de sobre-
vivientes muestran en el ensayo animel el efecto to-
talmente inmunizente en comparacidén con un cultivo

vivo fresco liofilizado.



Cultivo mo

’ Y
Numero de colonias

Némero de colonias | Porcentaje de

nocelular n?| por ml, antes de la| por ml, después de supervivientes
| liofiliacién la liofilizacién en %

1 1,03 . 10° 1,04 , 10° 100

5 9,0 , 107 3,24 . 107 40

3 7,8 . 107 7,0 . 10° 8

4 8,6 . 107 5,44 o 10 52

5 4,8 . 100 0 0
8 8

6 1,47 . 10 1,46 . 10 100

T 1,07 . 10° 1,06 . 10° 99

8 1,03 . 10 0 0
8 6

9 1,16 . 10 1,50 . 10 1
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Descrita suficientemente le naturaleza del invento
asi como la manere de realizarlo en la préctica, de-
be hacerse constar que las disposiciones anteriormen
te indicadas, son susceptibles a modificaciones de -
detalle en cuanto no alteren su principio fundamental.
También debe hacerse constar que la invencidén corres
ponde 2 una solicitud de petente presentzda en Suiza
con fecha 12 de julio de 1.963 y 27 de mayo de 1.964,
bajo los mimeros 8736/63 y 6913/64, acogiendose por
tanto & los beneficios que conceden los Convenios -
Internacionales en vigor, siendo lo que comnstituye -
la esencia del referido invento y por lo que se soi;
cita la Patenite de Invencidén por 20 afios de Espafia =
sobre: "Procedimiento para la preparacién de una va-
cuna conbmmla tuberculosis"; caracterizandose por lo
siguiente: '

1l2,~ Procedimiento para la preparacién de
una vecune contra la tuberculosis, formada por un -
cultive del Mycobacierium tuberculosis var. Bac, —-
Calmette-Guérin; el cual se obtiene mediante el cul-
tivo de Bac. Calmette-Guérin bajo condiciones aerd-
bicas en un caldo de cultivo que contiene una fuente
de carbono y una fuente de nitrégeno, asl como sales
inorgénicas, caracterizado, porque el culfivo se efec
tia en un fermentador empledndose una solucién de —-
cultivo que contiene glicerina como fuente de carbo-
no y energla, asi como medios de reticulacién del -—-

tipo Tween.
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28 ,~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque la solucidn de cultivo con—
tiene Tween 80 como reticulador.

38,~ Procedimiento segin las reivindicacio
nes 1 y 2, caracterigado: porgue durante el cultivo
se mantienen bajo la aireacién y la agitacién.

_ 48 ,~ Procedimiento segin las reivindicacig
nes 1 a 3, caracterizado porque el caldo de cultivo
contiene 20 - 100 g de glicerina por litro de solu=-
cidn de cultivo.

5&,~ Procedimiento segin las reivindicaio-
nes 1 s 4 caracterizado porque la solucidn de culti-
vo contiene 1l & 20 g de reticulador del tipo Tween -
por litro de caldo de cultivo,

68,~ Procedimiento segin las reivindicacio
nes 1 a 5, caracterizado porque el caldo de cultivo,
ademds de albumina como fliente de nitrégeno, contiene
50 a 80 g de glicerina y 1 a2 5 g de reticulador del
tipo Tween.

T8 .~Procedimiento segin las reivindicacio-
nes 1 a 5, caracterizado porque el caldo de cultivo
ademds de fuentes de nitrdgeno sintéticas, contiene
aproximadamente 50 g de glicerina y 10 a 15 g de re-
ticulador del tipo Tween.

88,~ Procedimiento segin las reivindicacio
nes 1 a 7, caracterizado porque se airea con 0,1 has
ta 0,5 volumenes de aire por volumen de caldo de cul
tivo por minuto.

92 ,~ Procedimiento segin reivindicacidén 1

a 8, cardcterizado porque se agita con aproximadamen
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te 50 & 100 revoluciones por minuto.

108 ,~ Procedimiento segin las reivindi-
caciénes 1 a 9, caracterizado porque como material de
partide se emplean cultivos que se obtuvieron some-
tiendo un cultivo de BCG & las condiciones de la =
obtencidén y del slmacenamiento de la vacuna y selec-
cionando los cultivos monoceluleres mds estables —
bajo estas condiciones.

l18,~ Procedimiento segin las reivindica~
ciones 1 a 10, caracterizado porque se liofiliza un
cultivo de BCG, se almacena durante un largo perio-
do de tiempo & una temperatura de almacenamiento -
eventual, despuéds se suspende, la suspensidn se -
siembra sobre un caldo de cultivo s6lido en una con
centracién tal que las colonias crezcan separadas,
algunas colonias monocelulares individuales se ha-
cen crecer en caldo de cultivo liquido, los culti-
vos monocelulares asi obtenidos se liofilizan, para
comprobar el porcentaje de sobrevivientes se siem~
bra sobre caldo de cultivo sdlido, se seleccionan -
los cultivos monocelulares con mayor porcentaje de
sobrevivientes y estos se emplean como materisl de
partida.

128,~ Procedimiento para le preparacién

de una vacuna contra la tuberculosisé tal y como =

queda sustancialmente descrito en la presente me-

norie.
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