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Este invencién se refiere a la prevencidén
de la caries dental y a composiciones Utiles para ello,
M4s particularmente, se refiere a la provisién de una va-
cuna ¥til para la inmunizacidén contra la caries dental,

a métodos para producir la vacuna y a métodos de inmuni-
zacién, Espec{ficamente, se refiere a la formacidn de

une vacuna partiendo del microorganismo Streptococcus S52

que produce caries y & su empleo en la inmunizacidn de
caries,

Se ha indicado durante la dltime década, de
un modo u otro, que la formacién de lesiones de caries en
los dientes es el resultado de una reaccién entre hidra-
tos de carbono, en especial sacarosa, y bacterias eapedf:
ficas, sobre la superficie del diente. Se han descubierto
una diversidad de orgasnismos especificos que son los agen
tes etioldgicos de esta enfermedad infecciosa, entre los

cuales son notables los Streptococei. Se han aislado di-

versos Streptococcl de la cavidad oral y se ha descubier~
$0 que ocasionan caries dental en animales de experimenta
cidn, B
En el curso de la experimentacidén en este
campo, se han efectuado varios intentos para proporcionar
une téchnice inmunoldgica contra la formacidn de caries
dental pero todavia no se ha encontrado un método adecugw

3o, Por ejemplo, M.Wagner describid en una tesis doctoral
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(Ph.D.) en 1966, de la Universidad de Purdue, la inmuni-
zacién de ratas exentas de gérmenes contra la caries den
tal utilizendo una vacuna preparads a partir de una capa

de Streptococcus faecalis. En 1960 W.H. Bowen deseribid

en J. Br, Dent. Res., Vol. 126, pdginas 159-160, el em-
pleo de un organismo que produce caries y que origina
dextrén, en forma de células totales viables para inmuni-
zar monos contra le caries dentel. El organismo empleado

fué una capa de Strepitococcus mutans une de dos bacterias

consideradas extensamente como los agentes causantes de

la formacién de la caries dental, El otro organismo es

una capa de Streptococecus earécterizada como Cepa de Strep-

tococcus S52 aislads por Gibbons y Banghaert y descrita en

Archives of Oral Biology, 1967, Volumen 12, pédginas 11-24.
Bste orgenismo se encuentra amplismente disponible en mu-
chos laboratorios en todos los Estados Unidos, en especial
en el Forsyth Dental Center, Boston, Massachusetts, y se
aisla fécilmente de la cavidad oral, en especial de la ca-
ries dental, utilizando téenicas convencionsales,

El Streptococcus mutans y la Cepa de Strep-

tococcus SS2 son organismos inequivocsmente diferentes uno

de otro. Una de estas diferenciass se manifiesta en el com-
portamiento fisiolégico del organismo en presencia de sa-

carosa, Cada uno de ellos, el Streptococcus mutans y la

Cepa de Streptococcus S52, producen un polisacédrido extra-
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celular pegajoso, semejante & goma, cuando se cultivan en
presencia de sacarosa. Sin embargo, los polisacédridos pro
ducidos no son el mismo para cada organismo, a pesar de
que se piensa en general que dichos organismos estén ver-
daderamente implicados en la formacidn de la placa que
comienza la formaecidn de lesiones de caries., El Strepto-

coceus mutans elebora predominéntemente un polisacérido

de dextrdn mientras que la Cepa de Streptococeus 552 ela~

bore predomindntemente un polisacdrido de levén.
Ia presente invencién se basa en el descu-
brimiento de que el polisscérido de levén producido por

la Cepa de Streptococcus SS2 tiene propiedades poderosas

de inmunizacidn contra la formecidn de le caeries dental.
La presente invenéidn, por ello, estéd relacionada con el
ugo de un microorganismo que produce levén para preparar
una vacuha y pars procedimientos.de inmunizecidn. Se apre-~
cia que la introduccién de la sustancia levédn en el hues-
ped ocasiona la fofmacidn de anticusrpos contrsas ei orga~

nismo etiolégico Streptococcus y da como resultado una

disminueidn de la incidencia de lesiones de caries respec-
to & las producidas cuando no se utiliza el procedimienfo
de inmunizacidén. Bl mecanismo preciso mediante el que ios
enticuerpos inactivan el organismo no es totalmente cono-
cido. Sin embargo, se aprecia una mejora significativa en

el control de la produccidn de caries cuando se sigue el
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concepto de le invencidn, independientemente del mecanis-
mo particular que se considere implicado.

Segén la presente invencidn se cultiva unae
cepa de Streptococeus que produce levén, preferiblemente

la Cepe de Streptococcus SS2, para permitir la formacidn

de polisacérido de levén extracelular, Bsto se consigue
cultivando el orgenismo en condiclones anserobiss en un
medio nutritivo que contiene sacarosa, durante un perio-
do de tiempo suficiente para permitir la acumulacidn ex-
tracelular del polisacérido de levédn, como se describe
més adelante. »

Como medio para:cultivar el microorganismo,
se emplea un medio que contiene sacarosa como fuente de
carbono., Otras fuentes de carbono se mantienen, preferen-
temente, en un minimo, Ia centidad de sacarose presente
estd comprendida adecuadcmente entre 2 y 16 y de preferen~
cia entre 5 y 8% en peso basado en el medio total. El me-
dio contiene, ademés, una fuente adecuada de nitrdgeno.
Por ejemplo, puede estar presente une fuente de nitrége-
no natural tal como peptona, extracto de carne, extrécto
de levadura, caldo de soje o semejante. Tembidn pueden
utilizarge fuentes de nitrdgeno inorgénico tales como sul-
fato aménico, cloruro eménico, nitrato aménico y semejan-
tes, Ademés, pueden encontrarse presentes en cantidades

adecuadas sales inorgénicas teles como fosfatos, sales de
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magnesio tales como sulfato magnésico; iones de metales
tales como hierro, sodio, potasio, mangsneso, zinc, cal-
cid vy semejantes y aniones tales como cloruros y nitratos.
Se emplea segin se&a necesario, cualquier otra sustencia
nutritiva necesaria para el crecimiento de los Strggtoco-
cei.

El cultivo se lleva a csbo en condiciones
anaerobias utilizando métodos convencionales. La tempera-
tura de cultivo es de 35 a 382C, preferiblemente 3790 y
el pH de cultivo s de 6,8 a ?,4, preferiblemente de 7,0
a 7,2. Bl tiempo de cultivo es, habitualmente, de 12 a T2
horas y preferiblemente de 24 a 48 horas.durante cuyo tiem
po se forma una cantidad suficiente de polisacédrido de le-
vén extra celular en el medio de cultivo,

Al preparar la'vacuna de la presente inven-
cidn, el polisacérido de levén puede suministrarse en for-
ma del propio lfquido de cultivo, preferiblemente después
de separar las células, o pueden utilizarse las propias cd
lulas muertas. Sin embargo, se prefiere aislar y recuperar
la sustancia de levédn en forma relativamente pura para uti
lizarla como prineipio activo en la vacuna. Por ejemplo,
el polisacérido de levén puede recuperarse del medio de
cultivo mediante cunalquiera de las maneras conocidas en
la técnica. Un método particularmente adecuado implica pre

cipiter el levén de las sgnas madres del medio de cultivo
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desprovistas de cédlulas, afiediendo 2 las mismas un alca-
nol tal como el etanol, Es adecuado, habitualmente, de
1,5 a2 volimenes de etanol. En este punto es deseable,
aun cuando no es necesario, separar la fraccidn del po~
lisacérido de peso molecular bajo. Esto puede conseguirse
mediante didlisis o cualquier otro método conveniente.

A este respecto, el levédn tiene normalmente un peso mo-
lecular comprendido entre 16 y 23 millones estando com-
prendido de 0,25% a 0,5% aproximadamente en el intervalo
de peso molecular inferior de 2000 a 5000. Este fraccién
es la que se separa deseablemente por didlisis.

Despuds de ésto,‘ el polisacérido se trata
preferiblemente para eliminar las proteinas residuales,
También dsto puede conseguirse mediante cualquier método
conveniente conocido en la técnice pero se ha encontra-
do que es especialmente adecuado utilizar el método de
Sevag y otros, Journal of Biological Chemistry, Vol. 124,
péginas 425-435, 1938,

Este método lleve consigo el empleo de clo-
roformo y butanol o un alcanol tal como isopropanol,‘ he~
xanol o semejante para disolver las proteinas, El levén
es{ purificado puede volver a precipitarse entonces por
ejemplo con més etanol, lavarse y secarse. Despuds estéd
listo y disponible pare emplear en la preparacién de la

vacuna de la presente invencidn,
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Fl levén preparado segin la realizacién
preferida de esta invencidn, es decir donde el producto
de peso molecular inferior se separa del producto de pe-
so molecular superior, y se desproteiniza el producto de
peso moleculer mayor, es eminentemente {til como sustan-
cie de vacunacidn. Aun cuando esta sustancia no ha sido
caracterizada en lo que respecta a la férmula estructural,
ha éido caracterizada en cuanto a su absorcidn infrarro-
Ja y composicién quimica general., Los picos caracterfsti-
cos se encuentran en 920 cm‘1, 875 cm™! y 805 cm‘1._

Cuando el levén se hidroliza mediante dci-
dos, el hidrolizado muestra sdlo fructose como mondmero
mediante andlisis cromatogréfico. Ademéds, el levén de le
invencidén tiene las siguientes caracterf{sticas fisicaa.

Viscosidad intrinseca

a 25¢C - 0,15 a 0,16
Rotacidn/7.7 20 - 432 & 54¢
Hexose totel = - 98,44
Nitrdgeno protéico - Menos de 0,5 %.

Iés vacunas de le presente invencidn son
soluciones o emulsiones lfquides, preferiblemente acuo-
sag, que contienen de 0,1 a 1 y preferiblemente de 0,4
a 0,6 gremos de levén por litro de lf{quido, siendo las
centidades de levén relativas a la forma purificada, El

vehfculo lfquido es preferiblemente solucidn saline es-
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téril modificada de la manera més conveniente por coadyu-
vantes tales como el coadyuvante de Preund o seme jante,
obtenidndose en este Ultimo caso emulsiones. El coadyu-
vante de Freund cuando se emplea lo es en la proporcidn
de uno a uno, adecuademente, Como sales isoténicas pueden
emplearse lag sales normales utilizadas para preparar so-
luciones salinasg, tales como los cloruros de sodio y po--
tasio.

Como se ha indicado anteriormente, en lu-

gar del levén, purificado o sin purificar, pueden emplear

se células muertas de la Cepa de Streptococcus SS2. Son
especialmente adecusdas las células muertas con formali-
na, es decir, cédlulas formalinizadas. El coadyuvante de
Preund se emplea también convenientemente, con indepen-
dencia de la fuente particular del levén. Cuando se uti~
lizan células muertas, deben emplearse suficientes célu-
las como las que pueden dar una cantidad de levin com—
prendida dentro de los intervalos anteriores indicados.
T{picamente, ésto corresponderé a O,5x107 a 4%107 y pre-
feriblemente & 1x107 & 2x107 célules por mililitro de so-
lucidn., Pueden emplearse cantidades més bajas cuando se
administran dosis de refuerzo despuds de la primera ino=-
culecidn, Similarmente, si se emplea levédn sin purifi-
car, la cantidad de tal sustancis utilizads debe ser su-

ficiente para proporcionar una cantidad eficaz de la sus-
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tancia sobre base pura, segin se ha indicado anteriormen-
te en los intervalos mostrados.

Las vacunas de la invencidén pueden adminis-
trarse mediante cualquier técnica empleada habitualmente,
tal como por via subcuténea, intramuscular, intravenosa y
semejante. Se emplean adecuadamente dosis que ascienden a
1 - 20 microgramos y preferiblemente a 5 ~10 microgramos
de levén por kilogramo de peso. Pueden administrarse dosis
de refuerzo de vez en cuando, segin sea necesario.

Se proporcionan los ejemplos siguientes pa-

ra ilustrer realizaciones preferidas de la presente in-

vencidn.
Ejemplo 1
Ne Dieta que Depresidén Inocula~ Inmunizacidn
produce de la flo cién de por células
caries., ra con an Strepto- de Strep.
tibidticos coccus formalini-
zadas.
Grupo I 10 Mitchell No No No
Grupo IT 10 Mitchell Si Si No
Grupo I 10 Mitchell 54 Si si

Treints hamsters dorados recidn destetados

y encamados, procedentes de las colonlas del National Ins-
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titute of Health; se distribuyeron en tres grupos equi-
librados. En todos los casos los animales recibieron la
dieta que produce caries de Mitchell y agua desionizada.
Fl grupo I, el grupo testigo, recibié sélo la dieta de
Mitechell.,

La flore grem positiva normal de los hams-
ters en los Grupos II y TII se hace disminuir en el des-
tete incorporando 100 unidades de penicilina por gramo
de dieta de Mitchell, durante umn periodo de cuatro dfas
consecutivos. El quinto dfa se dejé de administrar el an-
tibidtico y los animales de los Grupos II y III fueron
inoculados, en la zona del abéz&n, con 0,1 mililitros de
un cultivo de 18 horss de un mutante resistente a la

estreptomicina de la Cepa de Sireptococcus S52 que forma

levédn., Se utilizd una cepa resistente 2 la estreptomici-
ne sélo por razones experimentales, es decir, paras permi-
tir la verificacidn subsiguiente del procedimiento de
inoeunlacidén por recogide de los orgenismos en dgar de
estreptomicina y Mitus Salivarius.

La Cepa de Streptococcus S82 utilizada en

esta Memoria, se obtuvo del Dr. R.J. Gibbons del Forsyth
Dental Center, Boston, Massachusetts. Estéd depositada
en la American Type Culture Collection, Maryland, y lle-
va el N2 de registro de la ATCC, 27006. El organismo se

mentuvo en medio de Soja y Tripticasa sin glucosa (BBL)
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suplementado con 0,5% de sacarosa a 37¢C a un pH de 7,2,
Ta sacarosa se esterilizd en autoclave.por separado y se
afladid asdpticamente al medio. El organismo se cultivd
en condiciones anaerobias en un recipiente enserobio BBL
en una atmésfera de 90% de hidrdgeno y 104 de didxido de
carbono a 372C, .

El mismo dfza de la inoculacién, los anima~
les del Grupo IIT fueron inmunizados mediante una inysc~
cidn intraperitoneal con 0,5 mililitros de una vacuna que
contenfa células muertas con formalina en coadyuvante de
Preund completo, en la proporeidn uno a uno, Esta inyec-
cidn era equivalente a la adminiétracidn de 1 x 10 orgae-
nismos. Ia vacuna pere la inmunizacidn se prepard de la
siguiente manera’: Se dejaron crecer log organismos en
condiciones anserobias durante 18 horas en medio deASoja
¥y Tripticasa que contenfa 0,5 por ciento de sacarosa y
100 pg por mililitro de estreptomicine, Lea suspensidn de
células lavada con solucidn salina se sometid a la accidn
de ultrasonidos al objeto de romper las cadenas, Esta
aceidn de ultrasonidos que se llevd a cebo antes de me-
tar las células, fud efectuade mediante un aparato de
ultrasonidos de Raytheon a 0,65 amps. durante 5 minutos.
Le suspensidén se ajustd con solucidn salina para que die-
ra una densidad éptica de 0,22 a 610 milimicras con un

colorfmetro Bausch y Lomb. Las células se suspendieron
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despuds en formaline al 0,6% durante la noche para ma-
terlaes eficazmente.

Se administreron cuatro inyecciones adicio-
nales con intervalos de dos semanas aproximadamente, con
concentraclones decrecientes de los organismos formalini-
zados (desde 1 x 106 hesta 2 x 104) en los coasdyuvantes,
Deepués de un periodo de 12 semanaé, los animales fueron
gacrificados y se recogleron muestras de saliva y de sue-
ro de cada grupd para ls titulecidn de anticuerpos., los
anticuerpos del suero y de le saliva se compereron frente
& un extracto salino de Qepa de Streptocooous $82 y léyin
obtenido de éste, y se puso dé manifiesto que se habia"
obtenido en el suero y en la saliva une respuestsa de &an-
’ticuerpoa adecuada, en el grupo de animeles inmunizados.

las cabezas de los animalea fueron descar-
nades después mediante el conooido método de Russell y
ge valord la caries dental mediante une modificacidn del
método de Keyes. Se utilizaron el segundo y tercer molares
mexilares en el procedimiento de valqraoidn de ls oaries.
Un enimal del Grupo I, el grupo testigo, y dos animales
del Grupo II murlieron durante el transcurso del estudio
por razones que no tenfen relacidn con los procedimientos
experimentales, Loe resultados de le ceries dental me pre-

sentan seguidamente :
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Valores promedio de caries % de cambio

Grupo I 26,89
Grupo II 37,66 -40_,05%
Grupo III 12,18 -67,66%

De los resultados anteriores puede spreciar
ge que el procedimiento de la 1nvenc16n o5 eminentemente
eficaz para hacer disminuir la incidencia de caries den-
tal, Ios animales del Grupo II, inoculados con el microor
ganismo que produce caries, muesiran un aumento de més
del 40% en la incidencia de caries sobre los del grupo
testigo (Grupo'i) que no recibieron microorganismos pro§~
ductores de caries. Ambos grupos, as{ como el Grupo IIT,
ge mantuvieron en"dietas que producen caries, |

| El_grﬁpo inmunizado, tratado (Grupo III)
muesgtra, por qtra parte, una reduqcidn de mﬁs del 6%%hen
la incldencis ée la caries dental gobre el Grupo II, de-~
mostrando aéi que el procedimiento de inmunizseidn hab{a
sido sumemente eficaz. Desde el punto §e vigte estadisti~
co, los ;esulfados snteriores son significatives al nivel
de confianze de 99%. | |

Ejemplo 2
Preparacidén de levén

Se cultivé en condiciones anaerobias Cepe
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de Streptococcus SS2 en medio de Soja y Tripticasa sin
glucosa (Beltimore Biological Leboratories-BBL) suple-
meptgdo con 8 por ciento de saéarosa, durente 48 horas
en una atmésfera de 90% de hidrégeno y 10% de didxido de
carbono y temperatura de 3%90 ¥ un pH de %,2, Ios orga-
nismos se.centrifugaron despuds a 10,000 rpm en una cen-
trifuge Sorvall refrigereda, durante 10 minutos con uns
cabezs SS-34, El polisecérido de levén se precipité de
la cape sobrenadante mediante dos #olﬁmenes y medio de
etanol de 95%. e goma precipiteda se redisolvid en ague
y se desproteinizé despuds reﬁetidamgnte por adicidn de
0,25 voldmenes de cloroformo y 0,1 volémenes de alcohol
emflico & la solucidn de polisecérido. Ia mezclae se agi-
té durante 15 minutoes, la cepa seuosa que contenis elg
polisacérido de levén se¢ dializd frente a agua destilada
durante 24 horas el objeto de saparar las fracciones de
bajo peso molecular.

. El polisacdrido de levédn procedente de la
capa ecuoss se volvid e precipitar por adicidn de etanol
y se convirtié en una suspensién de polvo fino. El lévén,
ahora purificado, se recogié en un embudo de Blichner sobre
un pepel de filtro lavado & los deidos (Whatméﬂ 52), se
lavé con etanol absoluto, acetona y éter de petréleo, y

ge hizo pasar inmedietemente & un desecador.
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Ejemple 3
Se siguid el procedimiento del Ejemplo 1,

con la excepeidn de que los animales del Grupo III, en
luger de ser vacunados con células formalinizadas de la

Cepe de Streptococeus SS2 se immunizaron con 0,5 milili-

tros de una solucidn que contenfa 500 microgramos de le-
védn por mililitro de solucidn salina en coadyuvante de
Freund en la proporcidn uno a uno. El levén utilizado se
obtiene segin el procedimiento indicado en el Ejemplo 2
anterior. Despuds dg la primera ;noculacién de la vacuna
de levén, se administraron cuatro inyecciones adiciona-
les & intervelos de dos semanas a partir de la primers
inyeccidn, utilizendo 0,5 mililitros de le solucidn de
levén utilizade en la primere inoculscién, Le extensidn
de le caries dental producide en este grupo, comparada
con la de los dos grupos citados en el Ejemplo 1, fud va-
lorada y comperade entonces, segin el procedimiento indi-
cado en el Ejemplo 1. Como resultado de la inmunizecidn,
los valores de caries dental para el Grupo IIX son los
giguientes : N

Valores promedios de caries % de cambio
Grupo IIT 11,2 ~ 70%

De lo que entecede puede verse que los ani-

males del Grupo III inmunizados con levén puro muestran
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uga disminucidn de T70% en la incidencia de caries sobre
los asnimales del Grupo II indicados en el Ejemplo 1. Es
to demuestra una vacune de immunizecién muy eficaz, por
supuesto. Log resultados anteriores son significativos

5 8l nivel de confianza del 99% desde el punto de vista
estadistico,

Ia presente solicitud, que corresponde a le
presentada en los Estados Unidos de América, el 22 de Mar
zo de 1,9f1, bajo el N2 126;933, se acoge & los benefi-

10 cios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad
Industrisl, '

15
REIVINDICACIONES
20
Los puntos de invencidén propia y nueva que

ge presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los
slguientes: f '

25 1,~- Un método de fabricacién de una vacuna

25-3-72 - 17 -
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para immunizacidn contra la caries dental que comprende
afiadir un polisacérido de levén que procede de un culti
vo anserobio de una cepe que produce levén del género

Streptococeus, 2 un vehieulo liguido.

2.~ Un método de fabricacién de una vacu-
na segdn la reivindicacidn 1, en el que dicho vehfculo
es un veh{culo salino acuoso.

3.- Un método de fabricacién de una vacuna
segin la reivindicacidn 1, en el que la cepa de Strepto-

coccus corresponde a la Cepa de Streptococcus sSs2,

4.~ Un método de fabricacién de una vacuna
segin la reivindicacidén 3, en el que el levén se suminis-

tra en formae de células musrtas de la Cepa de Streptoco-

cous S82,

5.~ Un método de fabricacidn de una vacuna
segin la reivindicacién 3, en el que el levén tiene un
peso molecular comprendido entre 16 y 23 millones.

6.~ Un método de fabricascidn de una vacuna
segin la reivindicacidn 5, en el que el levén estd pre-
sente en solucién en cantidad de 0,1 a 1 gramo por litro
de solucidn.

7.~ Un método de fabricacién de una vacuna
segin la reivindicacidn 5, en el que el levén estd pre-
sente en solucién en cantidad de 0,4 & 0,6 gramos por li-

tro de solucidn.

- 18 -
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8.~ Un método de fabricacidn de una vacuna
segin la reivindiceacidén 3, en el gque el levdn tiene pi-
cos caracterf{sticos de absorcidn en el infrarrojo a 920
em=1, 875 em™ 1 y 805 cm‘1, una viscosided intrinsece a
25¢C comprendide entre 0,15 y 0,16 y una rotacién /5.7 3
de 432 a 549, o

9.~ Un método de fabricacidn de una vaocuna
segin la reivindicacidn 3, en el que el levédn se produce

cultivando de forma anserobise la Cepa de Sireptococcus

352 en presencia de sacarosa a una temperatura de 35 a
382C y un pH de 6,8 a T7,4.

10.- Un método para inmunizar un huesped
contrae la formacidn de caries dental, que comprende admi-
nistrar & un huesped susceptidble 2 la caries dental, una
cantidad eficaz de un polisacérido de levén procedente

del cultivo anaerobio de la Cepa de Streptococcus 552

bajo condiciones que producen levén.

11.- Un método segln la reivindicacidn 10,
en el que la cantidad de levédn administradae corresponde
a 1 - 20 microgramos de levédn por kilogramo de peso del
huesped.

12,- Un método de fabricacidn de una vacuna

para inmunizacidén contra la caries dental.
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90 iR,

Tal y como se ha deserito en la Memoris que
entecede y con los fines que se han eapecificado.
Esta Memoria conste de veinte hoJas escritas

g méquina por una sola cars,

Madrid, 30 MAR 1972
P.A,

Alberidlde
10 For Foduy)
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