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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se presenta para unir a la solicitud 
d e

PATENTE D E INVENCION
formulada el 24 de Marzo de 1960, con el Ne 324.624

e n

a nombre de TRE WELLCOME 1-OUNDATION LIMITED, entidad britá­
nica, establecida en 183-193, Euston Road, Londres, Inglate 
rra, por:

"UN METODO PARA PREPARAR UNA COMPOSICION DE VACUNA INYECTABLE"

Este invento se refiere a material biológicamente 
activo y especialmente a vacunas y a su preparación.

muchos animales son susceptibles de enfermedades que 
proceden de infecciones de miembros patógenos del género Clos- 
tridina. Los corderos y ovejas adultos son particularmente sus 
céptibles a muchas de estas enfermedades y en particular a las 
causadas por cepas déla especie "Clostridium perfringens". Es­
tos organismos proliferan en el intestino y producen toxinas 
que dan lugar a los síntomas y cambios patológicos sintomáti­
cos de la enfermedad, y pueden conducir a la muerte del animal
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324624
Así las beta- y epsilon-toxinas de "Cl. Perfingens" tipo B 
dan lugar a la disentería del cordero y la epsilon-toxina 
^  "CT-! perfringens" tipo D dan lugar a la enfermedad de -
riñon pulposo en los corderos. Similarmente la enterotoxe- 

5 mia, tal como se denomina frecuentemente en el coxdero adul 
to, es causada por la beta-toxina de "Cl. pe r f r ingens" ti­
po C. . ;;

Además de ser susceptibles a las enfermedades an­
tes descritas, las ovqjas y otros animales, por ejemplo el - 

10 ganado vacuno, son también susceptibles a otras enfermeda — 
des clostridianas. Así, las ov^as y el ganado vacuno son - 
susceptibles de infección por el "Cl. septicum" que da lu - 
gar a la enfermedad de fiebre carbuncular en las ovejas y - 
algunas veces la morriña negra en el ganado vacuno, y es - 

15 también en parte responsable de síntomas sigilares a los de 
la gangrena gaseosa. Otra infección clostridiana común es - 
la peste Negra que aparece en las ovejas y ocasionalmente - 
en el ganado vacuno y está causada por "Cl. oedematiens" ti 
po B. El mismo organismo puede infectar también heridas en 

20 el cuerpo conduciendo a una infección de gangrena gaseosa.
La enfermedad bien conocida, el tétano, en ovejas y ganado 
vacuno está causado también por un organismo clostridiano, 
el "Cl_. tetani" y una nueva enfermedad de extendida aparición 
en el ganado vacuno y de menos frecuencia en las ovejas es - 
ls. morriña negra causada por "Cl. chauvoei".

Un método de proteger contra estas enfermedades - 
consiste en vacunar a los animales con un toxóide derivado 
de los organismos causantes, y en el caso de "Cl. chauvoei" 
vacunar con un anacultivo del organismo. La inyección subcu- 

30 tanea con un toxóide o anacultivo apropiado produce la res -
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puesta anticuerpo deseada que protege al animal contra la 
enfermedad. La respuesta evocada o buscada después de la - 
inyección de un simple toxoide o anacultivo puede ser aumen 
tada substancialmente incluyendo coadyuvantes en la vacuna
que, por un mecanismo todavía no enteramente comprendido, 
producen una mayor respuesta anticuerpo y por ello un mayor 
grado de protección. Los coadyuvantes que lian encontrado - 
amplia aceptación son los adsorbentes de aluminio, y estos 
deben al menos algo de su eficacia a su capacidad de adsor­
ber y a retener el antígeno en el lugar de inyección.

La utilización común de coadyuvantes de aluminio 
ha reducido materialmente el número de inyecciones necesa - 
rías para proteger contra las enfermedades clostridianas - 
acrecentando la respuesta anticuerpo en tal grado que las - 
vacunas pueden ser combinadas entre sí en una única vacuna. 
La preparación de dichas vacunas múltiples o multicomponen- 
tes no era factible hasta que el valor inmunógeno de cada - 
constituyente puede ser aumentado suficientemente para per­
mitir su dilución por los otros componentes. Cuando es ne - 
cesarlo vacunar un gran número de animales se produce una - 
considerable disminución en el gasto y en el trabajo admi - 
mstrando una vacuna multicomponente en lugar de inyeccio - 
nes separadas de las vacunas constituyentes individuales. Es 
to se verifica particularmente cuando un gran número de ani­
males extendidos sobre largas áreas han de ser buscados o ro 
deados para su vacunación.

No obstante, la utilización de vacunas clostridia- 
aas coadyuvadas con aluminio tiene sus desventajas, la inyec 

oión subcutánea de las vacunas conduce frecuentemente a una - 
reaccián local en el lugar de inyección y la alta respuesta -
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de inmunidad no dispensa al granjero de proporcionar nue­
vas dosis reforzadoras de la vacuna. Así, después que las 
ovejas han sido vacunadas contra estas enfermedades, una 
nueva inyección de la misma vacuna coadyuvada es requeri­
da aproximadamente 4 a 6 semanas más tarde y subsiguiente­
mente a intervalos de aproximadamente 6 meses para mante - 
ner el nivel requerido de inmunidad. La vacunación antes - 
del parto de corderos se necesita de forma que la oveja - 
preñada pueda transferir pasivamente a los corderos a tra­
vés del calostro los anticuerpos maternales para proteger 
a los corderos contra la enfermedad del riñón pulposo, el 
tétano y la disenteria de cordero en los dias que siguen 
al nacimiento.

En intentos de obtener un grado todavía mayor y 
una mayor duración de la inmunidad han sido investigados - 
en los últimos años de forma extensa otros medios de acre­
centar la antigenicidad de las vacunas en emulsiones de - 
agua en aceite para activar la respuesta anticuerpo.

En una emulsión de agua en aceite clásica del ti 
po Freund, el antigeno está presente en una fase acuosa — 
dispersada en una fase de aceite continua que contiene un 
emulsificador lipofilo o soluble en aceite para activar la 
emulsificación. Utilizando dicho sistema emulsificador ha - 
sido posible obtener un alto grado de inmunidad. Sin embar­
go, este tipo de emulsión.no ha encontrado aceptación a cau 
sa de una variedad de razones incluyendo la inestabilidad 
de la emulsión y las reacciones locales extensas produci­
das frecuentemente en la inyección subcutánea en el animal.

De acuerdo con el presente invento, se crea una - 
preparación de vacuna inyectable que comprende un material
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antígeno acuoso derivado de al menos una especie de clos- 
tridium patógena, un aceite, un emulsificador lipófilo y 
un emulsificador hidrófilo, siendo la preparación una emul 
sión estable parenteralmente aceptable de una fase acuosa 

5 antígena dispersada en una fase de aceite continua.
las vacunas del presente invento han resultado - 

proporcionar una respuesta anticuerpo considerablemente ma 
yor, por administración a corderos, cerdos de guinea y co­
nejos, que la respuesta antígena obtenida de una vacuna - 

10 comparable que contiene sólo un emulsificador lipófilo. La 
inmunidad obtenida de una vacuna del presente invente se - 
extiende también durante un periodo más largo que la inmu­
nidad proporcionada por vacunas en emulsión de agua en acei 
te comparables hasta ahora conocidas, de manera que se dis- 

15 minuye sustancialmente la necesidad de nuevas dosis para - 
mantener un nivel adecuado de inmunidad. Por ejemplo, una 
oveja inmunizada con una vacuna del presente invento no re­
quiere una nueva inyección hasta 6 ó 9 meses más tarde, y 
después de ésto una inyección cada uno o dos años es sufi- 

20 cíente para mantener un adecuado nivel anticuerpo. El ni - 
vel anticuerpo en el calostro es también sustancialmente - 
mayor que el nivel obtenido con vacunas de aluminio. Las - 
vacuhas del presente invento son también sustancialmente más 
estables que las vacunas comparables del tipo Freund, y las 

25 emulsiones no se "invierten" o "rompen" incluso después de 
un almacenamiento a entre 2 y 5-0 durante largos periodos 

hasta de dos años. Las vacunas del presente invento son — 
también menos viscosas que las vacunas comparables que con 
tienen solo un emulsificador lipófilo, y por ello son más - 

SO fácilmente susceptibles de ser inyectadas. Se ha encontrado
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también que las vacunas del presente invento inyectadas 
en ovejas de forma intraperitoneal producen una respues­
ta inmune y una protección satisfactorias contra las en­
fermedades apropiadas, de forma que la administración de 
las vacunas de esta manera pone fin enteramente aí-pyoble 
ma existente desde largo tiempo atrás de la reacción- en - 
el lugar de la inyección que aparece con la administración 
subcutánea.

Este invento proporciona también un método,para 
la profilaxis de enfermedades clostridianas en ovejásy -
ganado vacuno que comprende la administración por inyección
intraperitoneal de una vacuna del presente inventor

El material antígeno para incorporar en la vacuna 
puede ser cualquier antígeno o mezcla de antígenos deriva­
dos de la especia clostridium y utilizados para inmunizar 
vertebrados. La preparación de un material antígeno apropia 
do está descrita enteramente en la bibliografía y particu - 
larmente en monografías tales como "BritishPharmacopoeia". 
'Tharmacopoeia of the United States of America", "British 
Veterinary Codex" y el "Dispensatory of the United States 
of America". El material antígeno puede derivarse por ésto 
de una o más bacterias que son organismos causantes de en­
fermedades clostridianas, e incluyen "Clostridium perfrin- 
aens" tipo B, "Cl. perfringens" tipo C, "Cl. nerfrinaens" 
tipo D, "Cl. Chauvoei","Cl. Septicum","Cl. oedematiens" y 
"Cl. tetani". El material antígeno obtenido de estos orga­
nismos puede ser combinado para proporcionar vacunas muí - 
ticomponentes para la profilaxis de más de una enfermedad, 
y el invento puede ser aplicado también a estas vacunas muí 
ticomponentes, por ejemplo una vacuna para tratar la fiebre
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carbuncular y la morriña negra que contiene material antí- 
geno derivado de "Cl. septicum" y "01. chauvoei", una vacu 
na para tratar las enfermedades de fiebre carbuncular, mo­
rriña negra y peste negra derivadas de "01. septicum","Cl. 
Chauvoei" y "Cl. oedematiens", una vacuna para tratar la - 
fiebre carbuncular, el riñón pulposo y la morriña.negra y 
las enfermedades de tétano derivados de "Cl. septicum", 
"Cl. chauvoei" , "Cl. perfringens" tipo D, y "Cl. tetani", 
y una vacuna para tratar el tétano, la fiebre carbuncular,
la morriña negra, el riñón pulposo, la disentería de cor­
dero, la enterotoxemia y la peste negra derivadas de "Cl. 
perfringens" tipos B,C y D, "Cl. tetani". "Cl. chauvoei", 
"Cl. septicum" y "Cl* oedematiens", tipo B.

Naturalmente, los emulsificadores para su inclu­
sión en las vacunas del.invento deben ser no tóxicos y com 
patibles con los componentes antígenos de la vacuna. Son - 
preferiblemente del tipo no iónico de manera que hay menos 
tendencia a que éstos sean precipitados por componentes de
la preparación antígena que cuando se utiliza un emulsifi-
cador catiónico o aniónico. También hay menos peligro de - 
desnaturalización de la proteína del antígeno si se utili­
za un emulsificador no iónico. La combinación, las canti - 
dades y las proporciones de emulsificadores escogidos de - 
berán ser también tales que cuando están incluidos en la va 
cuna producen el máximo grado de acrecentamiento de la an - 
tigenicidad y estabilidad de la emulsión.

Los emulsificadores lipófilos son preferiblemen­
te agentes tensioactivos no iónicos que tienen un bajo equi 
librio de hidrófilo-lipófilo de aproximadamente entre 8 y 
2. (William C. Grifin, "Calculation of KLB valúes of non-
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ionio surfactants", Journal of the Society of Cosmetic Che- 
mists (1.954) volumen 5, pags. 249-256; Osipow, "Surface chê  

mistry, ACS Monograph 153", pags. 295-314, Reinhold, 1.962). 
Este es el límite exterior del margen de valores de EHL de 
emulsiíicadores más apropiados para incorporar en la fase de 
aceite y un límite óptimo de valores de EHL es de 2 a 6. En­
tre los emulsificadores lipófilos apropiados están los di- 
y tri-ésteres de alcoholes polivalentes y ácidos grasos, - 
ácidos grasos oxidados, y ásteres parciales de ácidos grasos 
comunes, por ejemplo los ácidos palmítico, láurico, .esteári­
co y oléico con anhídridos de hexitol derivados del sDrbitol 
o del manitol. Ejemplos de emulsificadores específicos son - 
los ásteres de ácidos grasos de manitano y sorhitano tales - 
como monooleato de manida (Arlacel A, EHL 4,3), monooleato - 
de sorhitano (Arlacel 80, EHL 4,3), monopalmitato de sorbí - 
taño (Arlacel 40, EHL 6,7), monoestearato de sorhitano (Arla­
cel 60, EHL 4,7), y sesquRLeato de sorhitano (Arlacel 0, EHL 
3,7).

El emulsificador hidrófilo para su utilización en 
estas vacunas deberá tener preferiblemente un valor de EHL en 
tre aproximadamente 9 y 20 y de forma óptima entre 11 y 18. 
Clases apropiadas son los ásteres de poliglicol de ácidos gra 
sos, los ásteres de ácidos grasos modificados con polioxieti- 
leno, los esteres de polioxietileno—poliol de ácidos grasos, 
los éteres de polioxipropielno y de alcohol graso, y los ás­
teres de polipropilen glicol de ácidos grasos. Una clase par 
ticularmente útil son los derivados de polioxialcohileno de 
esteres de alcoholes polivalentes de ácidos grasos tales co­
mo derivados de polioxietileno de ásteres parciales de los 
ácidos láurico, palmítico, esteárico y oléico y los anhidri-
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dos de hexitol. Ejemplos de emulsificadores son el mono- 
laurato de poliexietilen (20) sorbitano (Tween 20, EHL 
16,7), monopalmitato de polioxietilen (20) sorbitano - 
(Tween 40, EHL 15,6), monoestearato de polioxietilen (20) 
sorbitano (Tween 60, EHL 14,9), monooleato de poüicxieti 
len (20) sorbitano (Tween 80, EHL 15), trioleato de poli­
oxietilen (20) sorbitano (Tween 85, EHL 11,0) y laurato - 
de polioxietileno (8) (G-, 2.127, EHL 12,8).

Cualquier aceite no tóxico de origen vegetal o 
mineral compatible con el material antígeno puede ser uti 
lizado en las vacunas de este invento. Los aceites minera 
les de una calidad farmacéutica son especialmente preferi 
dos ya que en general producen una emulsión sustancialmente 
más estable y menos irritación de los tejidos. Los aceites 
de parafina líquidos ligeros (Hayol F y Drakeol ns 6 R) - 
han producido emulsiones y vacunas satisfactorias.

Las vacunas del invento pueden ser preparadas - 
pór cualquiera de las técnicas conocidas en el género pa­
ra la preparación de emulsiones de materiales biológicos 
y pueden ser preparadas en efecto por simple mezcla y - 
agitación del antígeno acuoso, del aceite y de los emul­
sificadores. Esto se efectúa preferiblemente mezclando el 
aceite con el emulsificador lipófilo, el antígeno acuoso 
con el emulsificador hidrófilo, y combinando las fases - 
de agua y de aceite. Se prefiere añadir la fase acuosa - 
lentamente a la fase de aceite con agitación con el fin - 
de hacer mínima cualquier tendencia a la formación de una 
emulsión de aceite en agua. Una dispersión más fina de la 
fase acuosa puede ser obtenida por homogeneización o mo - 
lienda en un molino de coloides y ésto se puede continuar
hasta que no aparece una nueva disminución en el tamaño de
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las partículas. La inversión de la emulsión a una emul­
sión de aceite en agua o la rotura de la emulsión puede 
tener lugar si la agitación es prolongada o demasiado - 

violenta.
La vacuna final dele ser estéril y no "debe con 

tener ningún organismo indeseable que pueda contaminar el 

material. Por ésto es necesario esterilizar la vacuna des 
pues de la emulsificación o esterilizar los componentes 
individuales previamente y emulsificar bajo condici,o,nes 
estériles. Be ha encontrado que las vacunas del presente 
invento pueden ser esterilizadas por radiación gamrast sin 
ninguna pérdida de potencia o estabilidad. La esterili - 
zación del producto final de esta manera evita la utili­
zación alternativa, bastante molesta, de calor y de fil­
tración para esterilizar los componentes. Si se utiliza 
el último método, entonces el aceite puede ser esterili­
zado por calentamiento a 150SC durante 1 hora aproximada 
mente, o el aceite con emulsificador lipófilo añadido puê  

den ser hechos pasar a través de una bujía o filtro de - 
porcelana de tamaño apropiado de poros. El emulsificador 
hidrófilo puede ser esterilizado similarmente por calen­
tamiento en un autoclave durante aproximadamente 30 mi - 
ñutos a 1,05 kg de presión, y el antígeno acuoso por íil 
tración. Después de la esterilización, los componentes - 
deberán ser dejados enfriar, cuando es necesario, y la - 
mezcla de aceite y emulsificador lipófilo deberá ser in­

troducida en un depósito esterilizado por vapor de agua. 
El antígeno acuoso y el emulsificador hidrófilo son mez­

clados y lentamente introducidos en el depósito y la mez­
cla es agitada mecánicamente. Después de que se completa

- 10 -
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la adición, toda la mezcla es hecha pasar a mráf̂ é's 
emulsificador sónico y desde allí a un segundo depósito 
esterilizado. La vacuna final es entonces envasada en dê  
pósitos estériles y cerrados. Un agente preservador, por 
ejemplo thiomersal 1/10.000 es incluido inicialmente en 
la fase acuo sa.

La proporción óptima de fase aceite a fase agua 
en una vacuna dependerá de una variedad de factores tales 
como la concentración de antígeno en la fase acuosa, la 
viscosidad deseada de la vacuna, y la antigenicidad" del 
antígeno. La fase acuosa no pasa preferiblemente dél 40% 
y no cae por debajo del 10% del volumen total de la emul­
sión. Una mayor proporción de agua es indeseable a causa 
del aumento en viscosidad y de inestabilidad de ia emul­
sión, y una proporción de menos de 10% hace difícil in - 
corporar suficiente antígeno sin tener un volumen de do­
sis inaceptablemente grande. Se ha encontrado que se ob­
tienen vacunas satisfactorias cuando la fase acuosa com­
prende de 20 a 40% en volumen de toda la vacuna. Si se - 
requiere una mayor proporción de agua, por ejemplo por - 
encima de 40%, entonces se deben adoptar precauciones pa 
ra evitar la formación de una emulsión de aceite en agua 
y la inestabilidad de la emulsión. Se ha encontrado que - 
tales emulsiones que contienen trioleató de polioxietilen 
(20) sorbitano, pueden ser estabilizadas por la adición 
de Falba -un estabilizador que contiene aceites de para- 
fina de cera de abejas de diversas viscosidades y oxico- 
lesterinas extraídas de la lanolina.

La cantidad de emulsificador necesitado en las 
respectivas fases dependerá de una variedad de factores

- 11 -
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y particularmente de los valores de EHL de los emulsifi- 

cadores y de la elección del aceite, y se estima que de 
2,5 a 15% de un emulsificador lipófilo y de 1,0 a 10,0% 
de un emulsificador hidrófilo en las fases respectivas 
proporcionarán vacunas de las propiedades aquí descri - 

5 tas. Se ha obtenido un acrecentamiento considerable? de - 
la antigenicidad de los antígenos "Clostridiales" utili­
zando de 5 al 12% en volumen de la fase de aceite y de 
3 a 7% en volumen de la fase de agua, como los respecti­
vos emulsificadores.

10 La estabilidad en emulsión de las vacunes" del
presente invento fue ensayada manteniéndolas a la tempe­
ratura ambiente (aproximadamente 169), 379 y 5090. Las - 
vacunas mantenidas a la temperatura ambiente no mostraron 
signos de estroperarse o de inestabilidad de la emulsión 

3.5 después de un almacenamiento durante 2 anos. Las manteni­
das a 372C mantenían generalmente una emulsión estable du 
rante aproximadamente 3 ó 4 meses, pero algunas "se rompie 
ron" después de dos meses de almacenamiento. Las emulsio­
nes de vacunas mantenidas a 509C se "rompen" generalmente 

20 después de un mes de almacenamiento.
Ejemplos de la preparación de vacunas preparadas 

de acuerdo con el presente invento están descritos al fi­
nal de esta memoria. La antigenicidad de estas vacunas fue 
comparada con vacunas que contenían una emulsión del tipo 

25 Freund de los mismos antígenos.

La vacuna contra "el riñón pulposo" descrita en 
el ejemplo 1 fue comparada con una vacuna contra el riñón 
pulposo preparada emulsiíicando 70 mi de fase de aceite 
(consistente en 10% v/v de Arlacel A en Bayol F) non 30
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mi de filtrado con toxóides "Clostridium perfringens" tipo 

D, diluido de forma que la concentración en epsilon-toxói- 
des en la emulsión final era de 30 unidades internaciona - 
les/ml. Cada una de estas vacunas fue utilizada para inmu­
nizar grupos de conejos, recibiendo cada animal una única

dosis subcutánea de 1 mi dé una vacuna. Después de un mes, 
los conejos fueron desangrados y los sueros fueron reunidos o 
mezclados. La concentración de epsilon-antitoxina de la va­
cuna del ejemplo 1 era de 15 unidades internacionalep/ml y 
la de la vacuna del tipo Preund era de 3,8 unidades inter- 
nacionales/ml.

Las vacunas multicomponentes concentradas descri­
tas en los ejemplos 5 a 8 fueron comparadas con una vacuna 
del tipo preund que contenía la misma concentración de los 
mismos antígenos y preparada emulsificando 80 partes de una 
fase de aceite (consistente en 15% v/v de Arlacel A y 5% 
v/v de Palba en Bayol p) con 20 partes de una mezcla de to- 
xóides concentrados de "Clostridium perfringens" tipos 
C y D, "Clostridium septicum", "Clostridium oedematiens" 
tipo B, y "Clostridium tetani", y un anacultivo concentrado 
de "Clostridium chauvoei". Estas vacunas fueron inyectadas 
en conejos y cobayas, recibiendo cada animal dos dosis sub­
cutáneas de 1 mi separando 28 dias la segunda inyección de 
la primera. Se obtuvieron concentraciones de anticuerpos - 
ensayando muestras mezcladas de sueros obtenidos de los ani 
males 12 a 14 dias después de la segunda.inyección. La anti- 
genicidad del componente de "Clostridium cbauvoei" fue medi­
da inmunizando grupos de cobayas inmunizados, con un cultivo
Virulento de "Clostridium chauvoei" 14 dias después de la - 
segunda inyedción. Los resultados se muestran en la tabla I
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en la cual se observa que se obtuvo una respuesta anticuer­

po mucho mayor o una mayor protección con las vacunas del 
presente invento que con la vacuna cLel tipo Freund.

Las vacunas multicomponentes no concentradas des­
critas en los ejemplos 9 a 11 fueron comparadas también con 
una vacuna del tipo Freund que contenía la misma concentra­
ción de los mismos antígenos y preparada emulsificando 70 
partes de fase de aceite (consistente en 10% v/v de -Arlacel 
A en Bayol F) con 30 partes de filtrados no concentrados de 
toxóides de "Clostridium perfringens" tipo D y "Clostridium 
septicum" anacultivos no concentrados de "Clostridium per­
fringens" tipos B y C, "Clostridium oedematiens" tipo B y 
"Cíostridium chauvoe i ", y toxóides de tétanos concentrados. 
La antigenicidad de la anterior vacuna y de las descritas - 
en los ejemplos 9 a 11 fueron ensayadas de la manera descri 
ta anteriormente para las vacunas concentradas multicompo - 
nentes. Los resultados dados en la tabla II muestran que ca, 
da una de las vacunas preparadas de acuerdo con el presente 
invento estimuló una mayor concentración de anticuerpos o 
proporcionó una mayor protección que la vacuna del tipo - 
Freund.
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aâ
a¿3oo

a
o
o
aoo

a+3
a
aa
a
o
a
a
p)

*daa LO 33 Ĉ- 00a a
a O 0 O 0a H r*i r-{ r*40 A A Aa 0 a S a a> p a a a-r4

w P3

aa*r¡
KO
-P

-Paa

aa to!> cr- to ¡>- a ^
rP O  r i  H  r iOO

a
O O  LO 00 LO

o -3- GtÜAt-
a wo

a
a

E a i*r '!*i43 43
0 0P aa iM "3 a aa a <n ar* 0 r-i 'f*ia a wa 00 M 43*r *rO O0a 'S *ri43 na M43 Oa Hr O
aa'<3a

*̂i
a43a-p

3*ri
a Oa a 43a 'r*i *H43a0 430 02P Or-ia Oa

aT3 aa a aM a O *ria a f-iLlí -ri O0 a a n3*p A'HO a -pa <H aP a43 Q)Pa0
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La respuesta de conejos y cobayas a vacunas clostrjdianes mi

Concentraciones de suero en unidades internac
Vacuna Clostridium perfrinRens Clostridium teta^i Clos

beta epsilon ^
antitoxina antitoxina antitoxina

conejos cobayas conejos cobayas conejos coba?_______c
Tipo Freund 21 63 30-45 20-30 20 45-70 3
Ejemplo 5 85 210 45-70 45-70 70-100 150 C
Ejemplo 6 95 135 70-100 30n 45-70 100-1$)
Ejemplo 7 127 190 100-150 15-20 70 100
Ejemplo 8 48 142 45-70 20-30 70 100-150 3

T A B  1 A I I
La respuesta de conejos y cobayas a vacunas clostridiales

Concentraciones de suero en unidades internac
Vacuna Clostridium perfrinppns Clostridium tetaniciostrid

Beta
antitoxina

epsilon
antitoxina antitoxina

Tipo

Conejos cobayas conejos cobayas conejos cobayas cone j
Tipo ¿reund 
Ejemplo 9 
Ejemplo 10 
Ejemplo 11

9.5 31,5 
32 58
34.5 57,5
34.5 53

30-45
70-100
45-70
30-45

15-20
10-15
20-30

30 1 %  
45 70-300 
45 100-35C 

20-30 45

2
10-2
10-2
5-1
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strddianes multicomponentes concentradas

324624
ades internacionales por mi
tetani Clostridium oedematiens Clostridium septicum

Tipo B alfa anti­
toxina antitoxina

coba? conejos cobayas conejos cobayas
5-70 10-20 100-200 2-5 2,3 2
150 50-100 200 -500 42,5 7,5 5
3-3.$) 100 200-500 28,5 4,5 6
100 100 ICO-200 38 2,9 6
.-ISO 10-20 200 -500 14,3 6,9 6

i 11
lost ridiales multicomponentes no concentradas

^nternacionale s por mi
taniciostridium oedematiens Cío stridium septicum Número total de supervi - 

vientes de 6 cobayas in - 
muninados con "Cl. Cla.uvoa.1a

Tipo B alfa' 
toxina

-anti-
antitoxina

-â as conejos ¡cobayas conejos cobayas
150 2 20-50 4,0 0,63 5
1-100 10-20 100 9,5 1,7 6
3-150 10-20 100 15,8 1,3 6
5 5-10 20-50 7,5 1,7 6
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Los siguientes son ejemplos del invento en los 

que todas las partes están en volumen. Se incluyó etilmer 
curitiosalicilato sódico (Thiomeral) en una concentración 
de 1/10.000 en la fase acuosa de cada una de las siguientes 
preparaciones de vacuna, como agente conservador.

Ejemplo 1 i Vacuna contra el riñón pulposo. Una cepa toxi - 
gónica de "Clostridium perfringens" tipo D fue cultivada en 
un medio líquido bajo condiciones para asegurar una produc­
ción adecuada de epsilón-toxina y/o de prototoxina. El cul- 

10 tivo fue tratado con formaldehido para convertir la epsilon 
toxina y la prototoxina en epsilon-toxóides y hacer al pro­
ducto no tóxico para los ratones. Las bacterias fueron se - 
paradas y el filtrado fue entonces diluido para proporcio - 
nar una preparación de antígeno acuosa que contenía epsilon- 

15 toxóide de "Clostridium perfringens"
A una mezcla de 63 partes de Bayol F y 7 partes 

de Arlacel A se añadió lentamente con agitación constante 
una mezcla de 30 partes de filtrado con toxóides "Cl. per - 
fringens" anterior y 1,5 partes de Tween 80. Se continuó 

20 la agitación durante otros 2 minutos después que se com - 
pletó el mezclado. La emulsión contenía 20 unidades de ep- 
silon-toxoide por mi. Esta preparación satisfacía las exi­
gencias del "British Veterinary Codex" en lo que se refie­
re a la seguridad, esterilidad y exención de toxicidad anor 

25 mal.

Ejemplo 2 - Vacuna contra la disenteria de corderos/riñón 
pulposo. Una cepa toxigénica de "clostridium perfringens" 
tipo B fue cultivada en un medio líquido para asegurar una 
producción adecuada de beta—toxina y epsilon—toxina y/o pro

- 16 -
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totoxina. El cultivo fue tratado con formaldehido hasta — 
que el producto era estéril y no tóxico para los ratones*
Las bacterias fueron retiradas para proporcionar una pre­
paración acuosa que contenía beta- y epsilon-toxoides de 
"Olostridium perfringens" (vacuna contra la disentería de 
cordero).

Una cepa toxigénica de "Olostridium nerfringens" 
tipo C fue cultivada en un medio líquido pena asegurar la 
producción adecuada de beta-toxina. El cultivo fue tratado 
con formaldehido hasta que el producto era estéril y no — 
toxico para los ratones. Las bacterias fueron retiradas pa 
ra proporcionar una preparación acuosa que contenía beta- 
$oxóides de "Olostridium perfringens" (vacuna contra la 
enterotoxemia).

Cada una de estas preparaciones acuosas, y también 
una preparación acuosa de epsilon-toxoide de "Cl. perfringens 
preparada de la manera descrita en el ejemplo 1, fue concen­
trada por precipitación con sulfato amónico, dispersando el 
precipitado así formado en agua y dializando para separar 
al sulfato amónico.

Una mezcla, 19 partes, de estas preparaciones con­
centradas derivadas de "Olostridium perfringens" de los ti - 
pos B, C y D fue mezclada entonces con 1 parte de Tween 80, 
y la mezcla fue añadida lentamente a una mezcla de 72 partes 
de Bayol F y 8 partes de Arlacel A, con una agitación cons - 
tante para producir una emulsión.

La potencia de esta vacuna fue ensayada por el mé 
todo prescrito por el "British Veterinary Codex" para las - 

vacunas contra la disentería del cordero y el riñón pulposo. 
Las concentraciones fueron de 75 unidades internacionales/ml

- 17 -



de beta-antitoxina y de 85 unidades internacionales/ml de 
epsilon-antitoxina. La vacuna satisfizo las exigencias del 
"British Veterinary Codex" con referencia a la inocuidad - 
esterilidad y exención de toxicidad anormal.

Ejemplo 3 - Vacuna contra las fiebres carbunculares y la 

morriña negra. Una cepa toxigénica de "Clostridium septi- 
cum" fue cultivada en un medio líquido bajo condiciones pa 
ra asegurar una producción adecuada de toxinas. El cultivo 
fue tratado entonces con formaldehido hasta que el produc­

to era estéril y no tóxico para los ratones. Las bacterias 
fueron retiradas y el filtrado fue concentrado de la manera 
descrita en el ejemplo 2 para dar una preparación concentra 
da acuosa de toxóide de "Clostridium septicum" (vacuna con­
tra la fiebre carbuncular).

Una cepa toxigénica de "Clostridium chauvoei" 
fue cultivada en un medio líquido bajo condiciones para — 
asegurar una producción adecuada de toxinas. El cultivo - 
fue tratado entonces con formaldehido hasta que el produc 
to era estéril y no tóxico para los ratones, con el fin de 
proporcionar un anacultivo acuoso de "Clostridium chauvoei" 
(vacuna contra la morriña negra).

Una mezcla, 19 partes, de estas dos preparacio­
nes antígenas acuosas que contenía una parte de Tween 80 
fue mezclada con una mezcla de 72 partes de Bayol F y 8 
partes de Arlacel A-, con agitación constante para producir 

una emulsión. La potencia de esta vacuna fue ensayada por 
el procedimiento del "British Veterinary Codex". Tenía 75 
unidades internacionales/ml de antitoxina de "Clostridium 
Septicum" y satisfizo las exigencias para la potencia de 
"Clostridium chauvoei". La vacuna satisfizo las exigencias
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del "British Veterinary Codex" con referencia a la inocui­
dad, esterilidad y exención de toxicidad anormal.

Ejemplo 4 - Vacuna contra el riñón pulposo / las fiebres - 
carbunculares / la morriña negra / el tétano. Un filtrado 
estéril de un cultivo de "Clostridium tetani" que contenía 
toxina de tétanos fue tratado con formaldehido a 37ec du - 
rante varias semanas y fue purificado entonces por ultra - 
filtración y precipitación con fosfato potásico para pro - 
porcionar una preparación acuosa de toxóides de tétanos. 
Esta preparación acuosa fue mezclada con filtrados con to­
xóides concentrados acuosos preparados a partir de "Clos - 
tridium períringens" tipo D y "Clostridium septicum" y un 
anacultivo de "Clostridium chauvoei". preparados cada uno 
de la manera antes descrita.

Esta preparación antigena, 19 partes, con una par 
te de Tween 80 fue añadida a una mezcla de 72 partes de Ba- 
yol F y 8 partes de Arlacel A, con agitación constante para 
producir una emulsión.

La potencia de esta vacuna fue ensayada por el mé 
todo prescrito por el "British Veterinary Codex" con respec 
to a todos los componentes excepto el tétanos. El ensayo de 
tétanos se llevó a cabo tal como se prescribe en la "British 
Pharmacopoeia" ya que no se especifica un procedimiento se­
parado en el "British Veterinary Codex". Las concentraciones 
fueron de 2$0 unidades internacionales/ml de epsilon anti — 
toxina de "Cíostridium perfringens". 19 unidades internacio­
nales/ mi de antitoxina "Clostridium septicum'J y 200 unida - 
des internacionales/ml de antitoxina de tétanos. El compo - 
nente de "Clostridium chauvoei" pasó el ensayo establecido 
para la vacuna de la morriña negra.

- 19 -



Ejemplos 5 a 8 - Vacunas multicomponentes concentradas.
Una cepa toxigéna de "Clostridium oedematiens" tipo B fue 
cultivada en un medio líquido. El cultivo fue tratado en­
tonces con formaldehido hasta que el producto era estéril 

5 y no tóxico. Las bacterias fueron retiradas por filtración 
y el filtrado fue concentrado por precipitación con sulfa­
to amónico, dispersando el precipitado en agua y dializan- 
do para separar el sulfato amónico, para producir una pre­
paración antígena acuosa de alía-toxóide de "Cíostridium 

10 pedematiens". Esta preparación fue mezclada con toxóides
acuosos concentrados derivados de "Clostridium perfrineeus" 
tipos B, C y D, "Clostridium septicum" y "Clostridium te - 
tañí" junto con un "clostridium chauvoei'! no concentrado, 
preparado cada uno de la precedente manera. Esta mezcla - 

15 fue dividida en 4 porciones siendo mezclada cada porción 
de 19 partes con 1 parte de un emulsificador hidrófilo más 
abajo indicado para proporcionar una fase acuosa. Cada una 
de las cuatro fases acuosa fue emulsificada entonces de la 
manera indicada en los precedentes ejemplos con una fase - 

20 de aceite que comprendía Bayol F (72 partes) y un emulsifi 
cador lipófilo (8 partes) abajo indicado.

Ejemplo Emulsificador lipófilo Emulsificador hi- 
en fase de aceite drófilo en fase -

________ ____________________________ de agua______
25 5 Arlacel A i'ween 80

6 Arlacel 80 Tween 80
7 Arlacel A Tween 85
8 Arlacel 80 Tween 85

- 20 -
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Estas vacunas satisficieron las exigencias del 

"British Veterinary Codex" (y del "British Pharmacopoeia" 
con respecto al componente de tétanos) en lo que se refie 
re a la inocuidad, esterilidad y exención de toxicidad - 
anormal.

Ejemplos 9 a 11 - Vacunas multicomponentes no concentradas. 
Anacultivos no concentrados de "Clostridium períringens" 
tipos B y C fueron preparados de la manera descrita en el 
ejemplo 2 excepto en que el cultivo no fue filtrado. Toxói- 

10 des no concentrados de "Clostridium septicum" fueron pre - 
parados de la manera descrita en el ejemplo 3 excepto en 
que el cultivo no fue concentrado. Un anacultivo no concen 
trado de "Clostridium oedematiens" fue preparado por el - 
procedimiento descrito en los ejemplos 5 a 8 excepto en que 

13 el cultivo no fue filtrado ni concentrado.
Una mezcla (28,5 partes) de toxóide de tétanos - 

concentrado (tal como se prepara en el ejemplo 4), de toxói 
des filtrados no concentrados de "Clostridium períringens" 
tipo D (preparados como en el ejemplo 1), de toxóides fil- 

20 trados no concentrados de "Clostridium septicum". y anacul
tivos no concentrados de "Clostridium perfringens" tipos B 
y 0 y de "Clostridium oedematiens" tipo B, fue mezclada 
con 1,5 partes de un emulsificador hidrófilo abajo indi­
cado, y el total de esta fase acuosa fue dividido en tres 

25 porciones. Cada porción fue mezclada entonces de la manera 
descrita en los precedentes ejemplos con una fase de acei­
te qne comprendía 63 partes de Bayol F y 7 partes de Arla- 
cel A para producir una emulsión.

- 21 -
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Ejemplo Emulsificador en fase acuosa

9 Tween 80
10 Tween co
11 Tween 20

Estas vacunas satisficieron las exigencias del 
"British Veterinary Codex" (y del "British Bharmacopoeia" 
con respecto al componente de tétanos) en lo que se refie 
re a la inocuidad, esterilidad y exención de toxicidad - 
anormal.

Ejemplos 12 y 13 - Vacunas multicomponentes no concentradas. 
Anacultivos no concentrados de "Clostridium perfringens" ti 
pos B y C fueron preparados de la ¡panera descrita en el ejem 
pío 2 excepto en que el cultivo no fue filtrado. Un toxóide 
no concentrado de "Clostridium septicum" fue preparado de - 
la manera descrita en el ejemplo 3 excepto en que el culti 
vo no fue concentrado. Un anacultivo no concentrado de 
"Clostridium oedematiens" fue preparado por el prop.edimien 
to descrito en los ejemplos 5 a 8 excepto en que :e.l cultivo 
no fue filtrado ni concentrado. ****..

Una mezcla (x partes) de toxóides de tétanos con­
centrados (tal como se preparan en el ejemplo 4), de toxói­
des filtrados no concentrados de "Clostridium perfringens" 
tipo D (tal como se prepara en el ejemplo l), de toxóides 
filtrados no concentrados de "Clostridium septicum", y de 
anacultivos no concentrados de "Clostridium perfringens" 
tipos B y C y de "Clostridium oedematiens"tipo B, fue mez­
clada con y partes de un emulsificador hidrófilo ahajo in­
dicado, y el total de esta fase acuosa fue dividido en 2 
porciones. Cada porción fue mezclada entonces de la manera

-22 -



descrita en los precedentes ejemplos, con una fase de acei­

te que comprendía 63 partes de Bayol F y 7 partes de Arla- 

cel A.

E j e m p l o  E m u l s i f i c a d o r  h i d r ó f i l o  H e z e l a  a n t í g e n a  
( y  p a r t e s )  ( x  p a r t e s )

12 1,5 partes de & 2127 28,5 partes
13 0,3 partes de Tween 80 29,7 partes.

Cada una de estas vacunas fue inyectada en cone­
jos y cobayas recibiendo cada animal 2 dosis subcutáneas 
de 2 mi a intervalos de 3 semanas. Los valores de anti - 
cuerpos fueron obtenidos ensayando muestras reunidas de - 
suero obtenidas de los animales 21 dias después de la se­
gunda inyección. La antigenicidad del componente de "Cíos- 
tridium chauvoei" fue medida inmunizando grupos de cobayas 
inmunizados con un cultivo virulento de "Clostrióium chau­
voei" 14 dias después de la segunda inyección. Los resul - 
tados se muestran en la Tabla III .

Estas vacunas satisficieron las exigencias del 
"British Veterinary Codex" (y del "Britixh Pharmacopoeia" 
con respecb al componente de tétanos) en lo que se refie­
re a la inocuidad, esterilidad y exención de toxicidad -
anormal.
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La respuesta de conejos y cabayas a vacunas crostrit

Concentraciones de suero en unidades inl ernac^

Vacuna Clostridium perfrinpjens Clostridium tetani Cl°¡
fjbeta epsilon

antitoxina_______antitoxina_________ antitoxina____
Conejos cobayas conejos cobayas conejos cobayas ______ce

Ejemplo 12 7,5 28,5 45 20-30 20-3c 100-150

Ejemplo 13 27 — 45-70 — 70-100
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mas crostridianas multicomponentes no concentradas.

III

3 internacionales por mi.

li Cío stridium eedematiens Cíostridium septicum Número total de super­
vivientes de 6 cobayas 
inmunisados con "01.

Tipo B alía anti­
toxina Antitoxina

D.yas conejos cobayas conejos cobayas ÜL auvoei".

-150 5-10 1-2 3i?8 ^0,45 6
-100 — 50-100 6,25 6

^  4



324624 f
La presente solicitud que corresponde a la pre­

sentada en Gran Bretaña, con fecha 25 de Marzo de 1965, 
bajo el i\[B 12726/65, se acoge a los beneficios del artí­
culo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

5 - N O T A -

Los puntos de invención propia y nueva que se - 

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten­
te de Invención en España, por VEINTE años, son los siguien 
tes:

) 1.- Un método para preparar una composición de -
vacuna inyectable, que comprende material antígeno acuoso - 
derivado de al menos una especie patógena de clostridio, un 
aceite, un emulsificante lipoí'ilo, y un emulsificante hidró 
filo, caracterizado porque se emulsionan un material antigeno 

i acuoso, un aceite, un emulsificante lipófilo y un emulsifi­
cante hidrófilo para suministrar una emulsión agua en aceite.

2. - Un método como se reivindica en el punto 1, 
caracterizado porque el emulsificante lipófilo se mezcla - 
con el aceite, y el emulsificante hidrófilo se mezcla con
el material antígeno acuoso, antes de la enuúsLficación.

3. - Un método como se reivindica en el punto 2, 
caracterizado porque la mezcla antígeno acuoso/emulsifican 
te hidrófilo es añadida a la mezcla, aceite/emulsii'icante - 
lipoí'ilo y la preparación total es emulsificada.

4. *- Un método para preparar una composición de - 
vacuna inyectable que comprende material antígeno acuoso -

15.11.66 - 25 -
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derivado de al menos una especie patógena de clostridio, 
un aceite, un emulsificante lipófilo y un emulsificante 
hidrófilo, siendo la preparación una emulsión estable, 
aceptable parenteralmente de una fase antígena acuosa - 
dispersa en una fase de aceite continua.

5. - Un método para preparar una composición de 
vacuna como se reivindica en el punto 4, en el cual el 
aceite es un aceite mineral.

6. - Un método para preparar una composición de 
vacuna como se reivindica en el punto 4, en el cual la 
fase acuosa comprende desde 10 a 40% del volumen de la 
preparación.

7. - Un método para preparar una composición de 
vacuna como se reivindica en el punto 4 en el cual los - 
emulsificantes hidrófilos y lipófilos son no iónicos.

8. - Un método para preparar una composición de
vacuna como se reivindica en el punto 4, en el cual el - 
emulsificante hidrófilo tiene un valor EHL de 11 a 18 y 
constituye de 3 a 7% en volumen de la fase acuosa, y el
emulsificante lipófilo tiene un valor EHL de 2 a 6 y cons
tituye 5 a 12% en volumen de la fase de aceite.

9. - Un método para preparar una composición de 
vacuna como se reivindica en el punto 4, en el cual el 
emulsificante hidrófilo es un derivado de polioxietileno 
de un ácido graso de hexitol y el emulsificante lipófilo 
es un ester de un ácido graso con un ahidrido de hexitol.

10. - Un método para preparar una composición de
vacuna como se reivindica en el punto 4, en el cual el -
emulsificante hidrófilo es elegido de la clase que con -
siste en monooleato de polioxietilen (20) sorbitan y tri-

- 26 -
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oleato áe polioxietilen (20) sorbitán y el emulsificante 
lipófilo es elegido de la clase que consiste en monooleato 
de mannida y monooleato de sorbitán.

11. - Un método para preparar una composición de 
vacuna como se reivindica en el punto 4, en el cual el ma 
terial antígeno se deriva de al menos una especie de la -
clase que consiste en Cl. oedematiens, Cl. septicum, 01. 

chauvoei, cl. tetani, 01. perfringens, tipo B, Cl. per - 
fringens Tipo C, y Cl. perfringens Tipo D.

12. - Un método para preparar una composición de 
vacuna inyectable.

Tal y como se ha descrito en la memoria que an - 
tecede y para los fines que se han especificado.

La presente memoria consta de veintisiete hojas, 
escritas a máquina por una sola cara.

Madrid,

Aiberic ĵ Eizahuru

PPR
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