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La presente invencidn se relaciona con una vacuna combinada; :
contra la viruela y el virus viviente de sarampién y particularmente
con un preparado que mantiene sus propledades durante periodos aprecia~
bles de almacenajee -

Para la mayor parte de la poblacidén del mundo el sarampidn
(Rubeola) ¥ la viruela, son problemas de salud exfremadamenie impor~
tantes. Han sido desarrolladas vacunas muy efectivas contra cada una
de estas enfermedades pero generalmente estas vacunas se administran
separadamente, Habria ventajas y simplificaciornes considerables en ol
uso de las dos vacunas coadmiristradas en una dosis dnlca., Bsto serfia
especlalmente ciei"no pai‘a. los paises subdesarrollados del mundo en don-
de las facilidades médicas para administrar vacunas son limitadas.

Los primeros esfusrzos de investigacidn mostraron que las ve~
cunas contra el sarampidn y contra le viruela pueden ser coadministra=
das conjuntamente al hombre wutilizando un disposivito inysctor como me-
dio de inyeccién., Hste procedimiento involuera, sin embargo, el tener
gue mezolar las diferentes vacunas lfguidas contra el sarampidn y con-
tre la viruele immediatamente antes de la administracidn. Bs evidente
que si las dos sustancias podrian ser premezcladas y estabilizadas por
secado en le forma mezglada., habria una considerable facilidad en el

i
mane jo de las vacunas en el momento de su uso, especialmente reduciria
las probabilidades de contaminacién y los errores en la manipulacidn
de las vacunas. ‘

La presente invencidn se relaciona con la técnica de premez-
clar vacunas contra el sarampidn y la viruela, distribuirlas en reci-
plientes individuales, y estabilizar le actividad de los dos componen-
tes de la mezcla mediante un proceso de liofilizacidn. Mis especifica-
mente se ha comprobado que es técnicamente posible secar los dos compo-
nentes de sarampidn y viruela en forma mezclada sin una pérdida signi-

ficante de la actividad inmunizadora de cualquiera de los dos componen=
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tes. Batas vacunas mixtas estin destinadas para ser inyectadas a suje-
tos humanos mediante el uso del dispositive inyector empleando el avan-
ce oblicuo o el avance perpendicualr, También es aceptable su inyec—
¢idn intradérmice o subcutdnea utilizando una jeringa hipodérmica. El
avance oblicuo del dispositivo inyector permite inyectar intradérmmica~
nente 0,1 ml de la vacuna combinada. Bl avance vertical, cuando existe
un ajuste que permite que haya una distancia apropiada entre el inyec-
tor y la piel, permite distribuir intradérmicamente 0,1 ml de la vacu-
na combinada ¥y 0,4 ml en los tejidos més profundos, El empleo del in-
yector sin ajuste permite que esencialmente toda la vacuna se deposite
a una profundidad mayor que la de la piel. Ajustes apropiados del ins-
trumento permiten ampliasr variaciomes de estos volimenes.

La vacuna contra el sarampién puede ser cualquiera de las
que han sido reconocidas aceptables para el ser humano, como ser la va-
cuna viviente atenuada contra el sersmpidn, Enders nivel B, desarrolla-
da en cultivos de células de embrién de pollo. Esta vacuns puede obte~
nerse comercialmente de Merck & Co. Inc. bajo la marca RUBEOVAX, Otra
vacuna contre el sarampidn que puede utilizarse es la cepa de Schwarz
de virus viviente atemuado que tembién puede obtenerse comercislmente.
La vacunz contra el sarampidn que se emplea debe ser de tal dardcter
infeccioso que una dnica dosis del producto final administrado al hom-
bre contenga por lo menos 1000 DICTSO del virus de éarampién atenuado.
(En el presente la Divisidén de Normas Bioldgicas requiere 100 DICT50/
dosis. Esto pusde ser cambiado).

Si no se desea utilizar una vacuna contra el sarampién obte-—
nida comercialmente, la vacuna puede prepararse mediante técnicas con-
vencionales. Un proceso representativo es el que utiliza ai virus desa~
rrollade en preparaciones de cultivo de células de embriones de pollos.
Los cultivos de células se desarrollan en un medio nutritivo sintético

como el que se deseigna como Medio 199 el cual contiene suero bovine y
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antibidticos apropiados. El virus de sarampidn que se usa para infec=-
tar el cultivo de células es un cultivo puro de la cepa Edmonston u
otra cepa aceptable del virus de sarampién que se haya comprobado gque
estd libre de virus extraflos. El virus que se cosecha a partir del cule
tivo de c€lulas se clarifica por filtrado de manera de separar cusl-
quier resto celular extrafio, La preparacidn del virus luego se exami-
na como lo prescribe la Divisién de Normas Biolégicas del Instituto
Nacional de la Salud, Servicio de Salud Pdblica de los Estados Unidos.
La vacuns que conforma todas las normas reglamentarias es aceptable pa-
Ta uso en el hombre.

La vacuna contra la viruela puede ser cualquiera de las qus
han sido réconocidas api'opiadas para uso humano. Puede ser propagada,
en el ternero, en embriones de pollo, en cultivos de células de embrio-
nes de pollo, u otros tejidos apropiados, o mediante cualquier otro pro-~
ceso aceptable. -

Procedimientos para la preparacién y el control de vacunas con-
tra la viruela han sido d.escr;i.tos en Requerimientos Minimos para vacu—
nas contra la viruela, publicado por la Divisidn de Normas Bioldgicas,
Instituto Nacional de la Salud, Servicio de Salud Piblica de los Bsta-
dos Unidoss. Generalmente, la vacuna contra la viruela consiste en el
virus ﬁviente de la viruela obtenido de las vesiculas en el ectodermo
del ternero (uw otro animal apropiado) a la altura de la vesiculacién
que resulta de una infeccién artificial del animal con un preparado a-
propiado del virus de la viruela. Las vesiculas se extrasn del ternero
u otro animal en forma de pulpa o linfa y se examinan en la forma pres-
crita por la Divisidn deo Normas Bioldgicas del Instituto Nacional de la
Saluds La pulpa luego se trata xizecliante un procedimiento que separa pro-
teinas extrafias y reduce marcadamente o elimina completamente contami-
nacionss bacterianas o fungosaé. Luego se e;omete a2 examenes de seguri-

dad, pursza y potencia.
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Un eatabilizador apropiado se agrega a las dos vacunas para
evitar o reducir al minimo la pérdida de potencia cuando se secan. El
rroducto final puede contener ademés sulfato de neomicina u otros an~
tibidticos o preservativos apropiados.

La mezcla de las dos vacuhas se lleva a cabo en comdiciones
agépticas. La vacuna mixta se normaliza de manera qus el volumen dela
dosis ds la.mezcla destinada gl uso humamno contenga por lo menos 103
DICT5C; (50% dosis infecciosa de cultivo de tejidos) del virus de sa-
rampién y aproximadamente 105 unidades formadoras (ie plaquetas (UFP)
por 0,1 ml de virus de viruela. Le valorizacién de virus que se obtie-
ne por el método de plaquetas generalmente corresponde al obtenido por
la observacién del efecto cetopdtico (DIOTSO)' BEstes cantidades del
virus crean anticuerpos contra smbos virus eh esencialmente todaslas
personas no imunes. Ademis, casi todos los sujetos desarrollan un
"prendimiento" primario contra la viruela con formacidn de cicatriz.

La vacuna combihada se coloca en recipientes de vidrio, se
congela a -60°C y subsecuentementé se seca mediante liofilizacién,

A continuacidn se den ejemplos d.e' la preparacidén de cier-
tas partidas de la vacuna combinada.

EJEMPLO 1

Se empled una vacuna confra el sarampidén con une valoriza-
cién de 1074 DICT, /0,1 ul.

La vacuna contra la viruela tenia una valorizacidn calcula-
da de 108’4 UFP/ml. La vacuna contra la viruela se mezclo con la va-
cuna contra el sarampidn en una relacidn de 1 aparte viruela a 59 par-
tes sarampidn,

La vacuna combinada se distriduyé en cantidades de 11 ml,
se congeld a -60°C y se secd por liofilizacidén. Para su uso, la ampo-
lla se restituyd con 11 ml de agua destilade esterilizada.

Un andlisis de esta mezcla did los siguientes pesultados:
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Anilisis de plaquetas de viruelas 105’6/0,1 ml

Andlisis de tubo de viruelas 1074 DIOT, /01 ml
Andlisis de sarampidns 1027 I)IG'I‘SO/O,l ml

Los sigulentes ejemplos muestran variaciones del Ejemplo 1

mediante la dilueidn de la vacuna de viruela en la vacuna de saram-

Piéno

doss

Ejemplo 2= 1 parte viruela - 9 partes sarampidn.

Ejemplo 3 - 0,1 parte viruels - 9,9 partes sarampién,
Bjomplo 4 ~ 0,01 parte viruels - 9,99 partes sarampidn.
Ejemplo 5 - 0,001 parte viruela - 9,999 partes sarampidne

Los anlisis de estas mezclas dieron los siguientes resulta-

Ejemplo Descripeién

Vacuna contra virusla Vacuna contra
sarampién
?10?50/0’1 ml UFP/0,1 ml DIGT50/O,1 wl

Congelada 10976 10729

Seca 1076 10727 1029
Congelada 1047 10722

Seca 1046 10071 1028
Congelada 1026 10»8
Seca 1038 108 1026
Congelada 1028 1027

Seca 1024 1020 1029

BIEMPLO 6

Se prepard una mezela de manera idéntica al Ejemplo 1 con la

excepcidn que se utilizaron partidas diferentes de vacunas contra la

viruela y contra el sarampidn.
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Resultadosde las Pruebas

Virus
DIGT50/0,1 ml UFP/0,1 ml
Viruelas, congelado 104s7 10752
Viruela, seco 10456 10951
Sarampion 10257

Esencialmente todos los nifios susceptibles vacunados hasta
ol presente ocon la vacuna ocombinada del Ejemplo 1 desarrollaron un
"prendimiento" primario a la vacuna contra la vimela, desarrollaron
un anticuerpo inhibidor de hemaglu'binacién ocontra el virus de la vi-
rela y ostog individuos estuvieron inmunes 2 la viruela como se com~
probd al darse una vacuna contra la viruela por el método comin de
miltiples pinchazos en wna fecha posterior. Esencialmente todos los
nifios reaccionaron serologicamente a la vacuna contra el sarampion
ocon el desarrello de un anticuerpo a niveles de valoracidon que se
aproximan 2 los obtenidos cuando la vacuna contra el virus de saram~
pion se emplea sola.

Estos ejemplos muestran que la mezols de los dos virus vi-
vientes son compatibles, estables y rinden un produoto seco que es
altamente ofectivo para inmunizar sujetos humenos.

Las vacunas combinadas deben contener una cantidad minima
ae 1040 DICT50 de sarampion y une cantidad minima de 102:9 UFp/0,1 ml

de virus de vaocwna por dosls.
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Se reivindica como objeto de la presente patente :

lo = Procedimiento para preparar una vacuna, ocaracterizado
porque comprende secar una vaouna contra el sarampidn y una vaouna oon-
tra la viruela y luego liofilizer las mismas pars formar una vacuna
combinada estable contra el sarampion y la viruela en cantidad sufie
olente para promover en las personas anticuerpos contra cada uno de
los viruso

2. - Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 1, carac~
terizado porque comprende mezclar una vacuna contra el sarampidn ¥y una
vaouna contra la viruela antes de secar y liofilizar las mismas.

3o = Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 1 & 2,
caracterizado porque comprende combinar los virus en una relacidn de
por 1o menos 10° DICT50 unidades por dosis de virus de sarvampion y 107
unidades formadoras de plaguetas por 0,1 ml de virus de viruela.

4o = Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2,
caracterizado porque comprende combinar losg virus en la relacion de
por 1o menos 10%s° DICT5q por dosis humana de virus de Sarampion y
10290 unidades formadoras de plaquetas por 0,1 virus de viruela.

5« = Procedimiento para.v preparar ung vacunao

Esta memoria consta de ocho paginas, escritas por una sola
carae

BaROELORA, &9 gy, 1966
P, Ao
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