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MEMORTIA DESCRIPTIVA
de una Patente de Invencidn & nombre de:
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT, de naciona-
lidad alemana, domiciliada en 1 Berlin
65, Millerstrasse 170-172 y 4619 Bergka-
zen, Waldstrasse 14 (Alemania); por :
"PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE VA-
CUNAS PROTECTORAS CONTRA INFECCIDNES IN-
TESTINALES LOCALES, POLIVALENTES, SUSCEP-

TIBLES DE SER APLICADAS ORALMENTE".

El presente invento concierne a vacunas protectoras
contra infecciones intestinales locales, polivalentes, suscep-
tibles de ser aplicadas oralmente, que actlan de modo sinérgico,
caracterizadas porque cantienen una mezela de diversas vacunas
inmunizantes contra infecciones intestinales locales.

En el caso de las infecciones de los intestinos, se
distinguen fundamentalmente dos formas de desarrollo clinico di-
ferentes, las enfermedades ciclicas y las enfermedades locales.
Las infecciones intestinales ciclicas (tifus y paratifus), que
estdn caracterizadas por un transcurso por fases con un periodo

de incubacidn normalizado, una etapa de generalizacidn y una
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etapa de manifestacidn orgénica, conducen a una inmunidad de
larga duracién, que impide una segunda enfermedad. Las infec-
ciones locales de los intestinos (disenterfa, cdlera, enteritis
de salmonellas, infecciones de dispepsiacoli, etc.) no poseen
ningln transcurso por fases, y conducen solo a una débil inmu~
nidad antitdxica; por lo tanto a los diferentes procedimientos
de vacunacidn por inysccidn contra sstas enfermedades infeccio-
sas, gue imitan a una infeccidn cfeclica, ha correspondido solo
un éxito insatisfactorio. El hecho de que la adminietracidn oral
de vacunas inactivadas produce una busna y duradera inmunidad

de los intestinos contra las infecciones locales es un conoci-
miento sorprendents, que todavia no ha sido aprovechade en la
préctica. Asi, en el transcursc de trabajos, en los gue estd ba-
sado el presente invento, se gncontré que ratones, incluse toda-
via 257 dias después de la introduccién oral de ant{genos, eran
capaces de fu#mar anticusrpos especificos.

En todos los paises con alta civilizacidén disminuyen
desde hace aproximadamente 20 afios continuamente las enfermedades
de tifus y paratifus, mientras que otras infecciones intestina-
les, tales come la disenteria bacteriana y, en paises subtropi-
cales y tropicales, el cllera, se presentan sndémicamente invaw-
riables con una tendencia aproximadamente de igual magnitud, o
las infecciones tales como la enteritis infecciosa salmonellosa,
las enfermedades de dispepsia-coli y lag infecciones con algu-
nos enterovirus (virus de Coxsackie y ECHO) aumentan de modo
continuo. En el caso de los animales Utiles aumenta considera-
blemente de mado continuo en los (ltimos tiempos el nimero de

lag infecciones de galmanslla; esto es importante sobre todo en
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lo que respecta a las economias nacionales. Contra todos estos
organismos patfgenos de enfermedad no existe hasta ahora todavia
ninguna profilaxis de inmunidad activa, solo se puede citar la
vacunacidn por inyeccidn contra el cblera, que en efecto hace
transcurrir la enfermedad del cdlera de modo mas benigno, pero
no puede impedirla.

Una profilaxis de inmunidad contra organismos patdgenos
de enfermedad que causan la enteritis estd indicada y es deseada
con urgencia en zonas de epidemia y de catdstrofe y en viajes
por paises con un nivel higiénico bajo segﬁn la experiencia. Co-
mo en la mayor parte de los casos permanecen desconocidos los or-
ganismos patdgenos de la enteritis, que amenazaran a los hombres,
se debe inmunizar contra todas las bacterias posibles. Lo mismo
ocurre con una profilaxis de inmunidad en el caso de animales
{tiles; en este caso se trata sobre todo de diferentes.salmone-
llas, que son arrastradas juntamente por los piensos importadoes
y de determinados tipos de coli-bacterias que causan diferentes
y graves epizootias de cria. Por lo tanto, en el caso de animales
dtiles estd indicada una profilaxis de inmunidad continua.

Ahora bien, existen por encima de 500 tipos de salwo~
nellas, que son facultativamente causentes de enfermedades para
los hombree y los animales, 22 tipos de bacterias de disenteria,
que solo son patdgenas para los hombres, y un gran nimero, toda-
via desconocido, de coli-bacterias (al menos 120 tipos) que son
peligrosas en parte para los hombres y en parte para los animales
jbvenes. Una vacuna combinada contra todos los entsri{tidos posi-
bles deberfa contener por lo tanto los antigenos de aproximada-

mente 700 tipos de organismos patdgenos; en este caso, hay que
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tener en cuenta adicionalmente que cada dia se descubren nuevos
tipos. Por dos razones es imposible preparar una tal vacuna para
inyecciones : En la cantidad para inyeccidn méxima posible (1-2 ml),
dicho gran nimero de antigesnos no pueds ser llevado & una concen=
tracién activa, y por otra parte el cuerpe no es capaz de formar
anticuexrpos especificos gue correspondan simultaneamente a tantos
antigenos, después de inyeccidn. Con los métodos de inyeccidn no
es posible por lo tanto una amplia profilaxis de inmunidad contra
anter{tidos.

Los mdtodos de inmunizacién oral tiemen por el contra-
rio una serie ds decisivas ventajas:

' Los ant{gencs, cuando son deglutidos, aparecen ya des-
pués de horas en la circulacidn sanguinea, y después son resorbi-
dos con facilidad segln la experiencia por las mucosas intestina-
les. En las mucosas intestinales activan células notoriamente com-
petentes para inmunidad lecal. Al llegar a la sangre y con ello
al sistema reticuloendotelial (SRE), los antigenos tomados oral-
mente ponen en marcha una reaccién de defensa general del cuerpo.
Después de vacunacion oral resulta por lo tanto una busna inmuni-
dad, predominantements celular, susceptible de ser aumentada, de
los intestinos as{ como también una reaccidn inmunolégica de todo
el cuerpo; esta afirmacidn ha sido corroborada tanto en Ensayos
con animales como tamhién sn extensos ensayos con hombrss. En una
proporcidn cuantitativa apropiada se pusden combinar numerosos
antigenos, sin que se perturben reciprocamente. Combinaciones de
antigenos se mostraron como muy bien compatibles en el caso de
aplicacidn orsl. Como la dosis para vacunas aplicadas oralmente

’ - » . '] -
es practicamente ilimitada, se pueden cambinar el nimero deseado
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de antigenos en una concentracidn suficientemente alta. Una vacu-
nacidn oral puede ser repetida sin dificultades técnicas; segln
esto, el cuerpe no esta obligado, como en el caso de la vacunacidn
parenteral, a reaccionar repentinamente a una inica introduccidn
de antigenos de alta concentracidn. Ademds, se evita ampliamente

en el caso de la administracidn oral de antigenos el peligro de
reacciones alérgicas, que todavia es muy grande en el caso de va-
cunas de inyeccidn. Finalmente, este método oral tiene una decisi-
va ventaja de profilaxis de epizootias.

Segln la experiencia, la participacién voluntaria en la
vacunacidn es mucho mayor en el caso de la aplicacidn oral de la
vacuna que en el caso de la vacunacidn por inyeccidn. Un determi-
nado y alto grado de vacunacién a fondo de la poblacidn es sin em-
bargo necesarioc con el fin de impedir la propagacién de una enfer-
medad infecciosa.

En efecto, en el caso de la vacunacidn oral se pueden
utilizar cantidades esencialmente mayores de antigeno, de modo que
es posible incorporar aproximadamente 700 antigenos en la vacuna,
peroc en la practica es muy dificil la reunidn de tantas cepas de
bacterias. En esto se musstra otra decisiva ventaja de los métodos
de inmunizacidn oral. A diferencia de la administracidn parenteral
de ant{genos, en el caso de la aplicacibn oral de antigenos y de
la subsiguiente infeceidn, la accibn no es especifica para-organis-
mos patfgenos. Junto con la proteccidn contra la infeccidn contra
las cepas de las baterias homélogas, se protege significativemente
tambifn contra cepas afines, sunque no de modo tan bueno como me-
diante la vacunacidn espec{fica para la cepa. As{, por ejemplo,

una vacunacién oral con bacterias de S, typhi~murium protege contra

-
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una infeccifn oral con §. enteritidos y a la inversa (Zbl. f. Bakt.
I. Orig. 197, 368 (1965)). Por lo tanto, seria suficiente si de
cade grupo de oxganismos patdgenos se reuniesen solo algunos ti=
pos de organismos patégenus en la vacuna. S5in embargo, estos de-
berian ser dosificados en cantidad uniformemente alta, lo cual
exigir{a una centidad global de antigenos en la vacuna, irracio-
nalmente alta e intolerablse,.

En la realizacifn de experimentos adicionalmente se evi-
dencid una ventaja sorprendente, imprevisible, adicional de la va-
cuna polivalente sagﬁn el invento. Se encontré'que,’después de 1=
aplicacidn oral de variocs antigenos, los componentes no especifi-
cos de la mezcla de antigenos elevaron la accifin especifica en el
sentido de un efecto coadyuvante; aparecid una considerable accidn
sinérgica. Asi, por sjemplo, se pudo comprobar que .una vacuna quin—
tuple, que confenia 5 diferentes antigenos en partes iguales, en
la cantidad total que presenta usualmente en una vacuna simple,
proporcioné la misma proteccidn de ipmunizaeidn que una correspon-
diente vacuna simple, que por consiguiente contenia una cantidad
5 veces mayor del antigeno homdlogo.

La aplicacién de las vacunas segin el invento, y el ti-
pe de los antigenos y su combinacidn en dichas vacunas orales, se
ajustan al correspondiente estado epidemioldgico y a la meta bus-
cada de la profilexia ds #nmunidad. En zonas de catistrofe (terre-
motosx, inundaciones, atc.)vse incluirdn en la vacuna combinada,
en lo posible, todos los antigenos de los organismos patdgenos de
enfermedad que se pueden esperar en la zona en cuestidn, preferi~-
blemente salmonellas, shigelos y bacterias de dispepsia-coli. En

14 - . Iy Y .
zonas de cdlera’endémica se incluirdn en la vacuna tambidn anti-
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genos de los vibriones. Viajeros centroeuropeos en zonas subtro-
picales y tropicales serin vacunados también con una combinacidn
de salmonellas, shigelos y bacterias de dispepsia-coli inactiva-
das. Es suficiente una administracién de los antigenos de los ti-
pos de bacterias (ltimamente citados; si se deben proteger nifios
de peche en hospitales asilos o casas-cuna contra infecciones de
dispepsia~coli. Cuando se debe lograr una inmunizacidn de terne-
ros jbévenes contra la temida disenteria de terneros, es suficiente
la aplicacibn de los antigenos de los correspondientes organismos
patdgenos de la colitis. |

La preparacidn de la vacuna combinada se ajusta a la
aplicacidn. En general, los microorganismos inactivados segdn pro-
cedimientos de por si cenocidos, son mezclados en forma secada por
congelacidn (liofilizada) y son administrados en las formas de apli-
cacién farmaceuticamente usuales, tales como por ejemplo grageas,
tabletas, pildoras, pastillas, zumos o cédpsulas, pero los antige-~
nos pueden ser desleidos en liquido también sin previo secado por
congelacidn. A nifios de pecho, niffos pequefios y animales jovenes
se administraré convenientemente el antigeno mixto secado por con-
gelacidn mezclado con la alimentacidn. Para una inmunizacidn pro-
fildctica de hombres adultos se ha mostrado conveniente una apli-
cacién oral, realizada en 5 dias sucesives, de 50 mg cada vez de
un antigeno mixto liofilizado, pero la dosis diaria puede ser ele-

vada también de modo inofensivo.

Ejemplo 1:

100 ratones blancos fueron vacunados oralmente, 10 veces
en dias sucesivos, diariamente, con una capa de dispepsia-coli

(ndmero 2.380) inactivada en caliente; el ndmerc de bacterias total

v
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administrado fué de 7,5 x 109 bacterias por ratdn,

Otros 100 ratones fueron vacunados oralmente con una,
vacuna triple que contenia el mismo ndmero total de bacterias y
consistia en un tercio de cada de la misma capa de coli, de una
capa de Salmonella typhimurium y de una capa Shigella flexneri
2a, y otros 100 ratones no fueron vacunados. En sl décimo dia

después de la (ltima vacunacidn los 300 ratones fueron infectados

_simultaneamente con la capa viva de ecoli 2.380. De los animales.

testigo no vacunados murieron 63%, y de los dos grupos vacunados
murieron solo 29% en cada caso. La vacuna triple habia actuado
igualmente bien que la vacuna simple,aunque solo contenia un ter-~
cio del antigenc homélogo. 5i el componente especi{fico de la va-
cuna simple hubiera sido dilufdo a 1/3 con una sustancia inerte,

ds acuerdo con los resultados experimentales la mortalidad hubie-

ra ascendido a aproximadamente 51%.

Eiemplo 2 :

'123 ratones fuefon vacunados brélmeﬁie como en e; Ejem~
ple 1 con lé capa de dispepsia;coli nlmero 2380 ihactivada“eh ca-
liente, 247 retonss recibieron una vacuna quintuple del misma ni-
mero de bacterias total, la cdal, juﬁto con la cépa: de coii, bén—
tenia ademés en partes iguales b§cteriéérinac£ivada; de 5. tybhi
murium, 5.,- schwarzengrund, S. bldckley y Sh. flexnari éa. En el
décimo dfa después de la Gltima vacunacibn, todos los animales y
142 animaieé teéfigo.fuérun infectados con la cepa viva de coli
nimero 2.380, De los ratones no vacunadas murieron 61,3%, y de los
animales vacunados solo con la cepa muriexon 17,1%'y de los vacu=
nados can vacuna qu{ntupla muzieron 20,2%. 5i el ccaponente sspe~

cifico de la vacuna simple hubiera sido dilufdo a 1/5 con una
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sugtancia inerte, la mortalidad hubiera ascendido a 53% segln los

regultados experimentales.

Ejemplo 3 :

Produccifn de la vacuna

La cepa de bacterias utilizada para la producecidn de
la vacuna (bacterias del grupo de las enterobacterias) e8 conser-
vada de manera usual en el laboratorio. Procedente del cultivo de

coleccibn, un cultivo previo es inoculado en medio liguido y es

. incubado durante 8 horas a 372C. Con este cultivo previo se ino=-

cula a continuacibn la superflcle de un medio nutricic de bacte-
rias sélido usual, que se encuentra en reclplentes con gran super—
ficie. Despues de incubacidn durante 24 horas de los cultlvos s0-
bre el medio solido, las bacterias son lavadas can soluciun fisio=-
1égica de sal comin. La suspensidn de Bacterias es centrifugada,
el liquido flotante es desechado, el material de bacterias es re-
cogido nuevamente en solucidn fisioldgica de sal comdn de nueva
aportacidn, la suspensifn es centrifugada, y los liquidos de la-
vado son desechados. E1 proceso de lavado se repite generslmente
todavia una vez mds., Después del Gltimo lavado, el residuo bacte-
riano es recogido nuevamente con solucidn fisioldgica de sal comiin
0 con agua destilada y es calentado aproximadamente durante 20 mi-
nutos a 1002C (inactivacidn de las bacterias vivas). Las bacterias
inactivadas de tal manera son separadas de la fase liquida por cen=-
trifugacidn, como se indica anteriormente para el proceso de lava=-
do, y son liofilizadas segﬁn un procedimiento conocido.

En la realizacién de este procedimiento de preparacién,
5 x 109 bacterias corresponden aproximadamente a 1 mg de peso en

Seco,.
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Ejemplo 4 :

Cépsulas de gelatina con 50 mg de vacuna liofilizada.-

Porciones de 10 g.de bacterias de E. coli ndmero 2.380,
5, typhi murium y Sh. flexneri 2a liscfilizadas o inactivadas de
acuerdo con el éjemplo 3, éon mezcladas de modo homogéneo y son
cargadas en cantidades de 50 mg cada una en clpsulas enchufables

de gelatina dura.

Eiemplo 3

Jabletas con 50 mg de vacuna liofilizada.
Composicidn para una tableta :
Porciones de bacterias, mezcladas homogeneamente, liofi-
lizadas de 16 2/3 mg cada una e inactivadas segin el Ejemplo 3,
de E. Coli nimero 2.380, S. typﬁi murium y S. flexneri 2a
25,00 mg de fecula de maiz (USP XVI)
20,00 mg de lactosa (DAB 6)
3,00 mg de talco (DAB 6)
1,45 mg de gelatina, blanca (DAB 6)
0,52 mg de laurilsulfato de sodio (USP XVI)
0,02 mg de para-oxibenzoato de metilo (DAB 6, 32 apéndice)
0,01 mg de.para-oxibenzoato de propilo (DAB 6, 32 apéndice)
100,00 mg

Eiemplo 6 :

Leche inmunizadora con un contenido de vacuna de 50 mg/100 ml
de 1iquido.-
Se suspenden en 30 litros de leche pasteurizada porcio-
nes de 5 g cada una de bacterias inactivadas de E. coli ndmero
2.380, §. typhdi muriﬁm y Sh. flexneri 2a, y se cargan en frascos

de 100 ml cada uno.
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Ejemplo T

Pastillas para aplicacidn_bucal con 15 mg de vacuna liofilizada.-

Composicidn de una pastilla s

5,00 mg de bacterias liofilizadas e inactivadas de E. coli
2.380

5,00 mg de bacterias liofilizadas e inactivadas de 5. typhi
murium )

5,00 mg de hacterias liofilizadas e inactivadas de Sh. flex-
neri 2a

300,00 mg de azdcar en polvo
130,00 mg de zumo de regaliz
25,00 mg de polvo de regaliz

30,00 mg de goma ardbiga
500,00 mg

-~ NOTA ~--
. . . . . . P4
Se reivindica como nuevo y de propia invencian,

1. Procedimiento para la preparacidn de vacunas protectoras contra
infecciones intestinales locales, polivalentes, susceptibles de
ser aplicadas oralmente, con accidn sinérgica, caracterizado por-
gue diversas bacterias de la especie Dispepsicoli y de los tipos
Salmonella y/o Shigella, causantes de infecciones intestinales
locales, son inactivadas a unos 1002 C, se aislan los antigenos
asi ocbtenidos, se liofilizan, se unen en estado liofilizado a par-
tes mis o menos iguales y la mezela de antigenos asi obtenida se

convierte en una forma de presentacién aplicable por via oral.

2. "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE VACUNAS PROTECTORAS
CONTRA INFECCIONES INTESTINALES LOCALES, POLIVALENTES, SUSCEPTI-

BLES DE 5ER APLICADAS ORALMENTE™.

e
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Tal como se describe y reivindica en la presente Memo-
ria Descriptiva, que consta de doce hojas escritas a maquina por

una sola cara.




	Bibliographic data
	Description
	Claims



