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La presente invencidén se refiere a nuevas
vacunas para la colibacilosis, mis en particular a vacu
nas contra la colibacilosis de lechones.

La colibacilosis neonatal del cerdo es

5 una causa importante de muerte de lechones, y se han he
cho numerosos intentos de controlar esta enfermedad in-

munizando activamente a la madre contra Escherichig

coli (E. coli) ya sea mediante vacunas muertas o vivas,

o dendo a los cerdos antisuero de E. coli.

10 La inmunigacidén activa de las cerdas ha
sido efectuada por administracidn parenteral de vacunas
de E. coli (véase, por ejemplo, M.R., Wilson y J. Svendsen,
Amer, J. Vet. Res. 32, 1971, 891-898), pero estos inten—
tos de profilaxis basados en inmunidad anbibacteriana

15 han dado resultados inconsistenﬁes Y generalmente no sa
tisfactorios, debido a que la cepa o cepas de E. coli
usadas para inmunizacidn pueden generar solo anticuer-
pos especificos, mientras que puede haber varias y dife
rentes cepas asociadas con un brote dado. Tncluso aun-

20 que se obtuviese en algunos casos una proteccidn buena,
estaba restringida a aquellos serotipos de E. coli pre-
sentes en la vacuna.

Lz administracién de antisuero (véase, por
ejemplo, O0.P, Miniats, Can. Vet. J. 11, 1970, 52-56) no

25 puede constituir un medio profilictico prictico contra
‘]57.’]2.73.
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la colibacilosis de lechopes. La proteccidén proporcio-
nada por administracidén de antisuero es, desde luego,
de corta duracidn, y requiere una administracién conti
nua a los lechones.

5 Se ha hallado ghora, sorprendentemente,
que cuando se administra a cerdas prefiadas, de tres a
sels semanas antes de parir, enterotoxina de E. coli
térmicamente 14bil (IT) con un coadyuvante, en vesz de
administrar células enteras de E. coli, las cerdas va-

10 cunadas no solo desarrollan anticuerpos en sus calos-
tros y leche, sino que también protegen a través de
ellos a los lechones contra la accidén de las enteroto
xinas producidas por serotipos de E. coli, ya sean ho
mélogos o heterdlogos respecto a la cepa de E. coli

15 de la que se aisld la enterotoxina térmicamente 1abil
(mm).

En otras palabras, la administracidn de
la enterotoxina de E. coli térmicamente 1&bil (ILT) a
la madre si protege a los lechones, no solo frente a

20 la colibacilosis debida a la enterobtoxina de E. coli
térmicamente 14bil (LT), sino también frente a la coliba
cilosis debida a enterotoxina térmicamente estable (ST).

Asi, el objeto de la presente invencidn
es proporcionar un método para proteger a los lechones

25 frente a la colibacilosis, consistiendo dicho método

45.12.73.
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en administrar a laé cerdas, y con un coadyuvante, una
preparacién de enterotoxina de E. ¢oli térmicamente
18bil (IT) aislada de un cultivo de un serotipo entero
patégeno de E. coli. Tal serotipo enteropatdgeno de E.
coli ha sido depositado en la Coleccidn Americana de
Cultivos Tipo, Rockville, Maryland, EE.UU., donde reci
bid el nimero de acceso 21.972.

Segin la invencién, se administra a cer-
das prefiadas, por via intramuscular o subcutanea, una
cantidad eficaz de la preparacidén de enbterobtoxina de
E. coli térmicamente 14bil (ILT) con el coadyuvante. La
unidad de dosificacién es al menos 5 mg, ¥ preferible-
mente de 10 a 150 mg, de extracto liofilizado.

El coadyuvante, cuyo papel es asegurar
una alta respuesta de inmunigzacidn, puede ser cualquier
producto o composicidén conocidos en la técnica por te-
ner efecto de coadyuvante en vacunas. Son ejemplos de
coadyuvantes adecuados los geles de compuestos de alu-—
minio tales como hidréxido de aluminio, fosfato de alu-
minio y Alhydrogel (marca registrada de un gel de hidrd
xido de aluminio manufacturado y vendido por Superfos
Export Co., Copenhague, Dinamarca), y las emulsiones
agua en aceite tales como coadyuvante 65 (emulsidén agua
en aceite de antigeno en aceite de cacahuete, emulsifi-

cado por adicién de monooleato de mannida y estabiliza-

-4 -
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do por adicién de monoestearato de aluminio), y coadyu-
vante de Freund completo (emulsién agua en aceite de
acelte mineral ligero emulgificado con monooleato de
mennida y suplementado con Mycobacterium tuberculosis

5 muertos).

La dicha preparacidén de enterotoxina de
E. coli térmicamente 1&bil (IT) puede ser aislada de
cualquier serotipo de E. coli susceptible de provocar
la colibacilosis de lechones, ¥ que contenga necesaria-

10 mente enterotoxina de E. coli térmicamente 14bil (IT).
Un ejemplo de tal serotipo de E. coli es la cepa de E.
coli ATCC 21.972.

Es bien conocido el método para aislar

la enterotoxina de E. coli térmicamente 14bil (IT). Ha

15 sido descrito por Gyles y Barnum (J. Infect. Dis. 120,
1969, #419-462), 'y algunas variaciones de este método
han sidoe descritas, por ejemplo, por H.W. Smith v C.L.
Gyles (J. Med. Microbiol. 2, 1970, 387-401), H.W. Smith
Y S. Halls (J. Path. Bact, 92, 1967, 531-543), y M.R.

20 Wilson, C. Gyles y J. Svendsen (Can. J. Comp. Med. 35,
1971, 294-297).

Cualquiera de estos métodos, asi como
cualquier otro equivalente conocido por los expertos en
la téenica, puede ser usado con el fin de preparar la

.25 enterotoxina de E. coli térmicamente 14bil (IT) aislada
'15.»’]2.75.
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que se emplea en la presente invencidn.

La invencidén no requiere que se obtenga
enterotoxina de E. coli térmicamente 14bil (ILT) pura,
que se podria obtener eventualmente, por ejemplo ya

5 fuese por electroforesis o ultracentrifugacidn con gra
diente de densidades, o adsorcién/elucidn con dextranos
reticulados hidréfilos tales como Sephadex (producto
nanufacturado y vendido por Pharmacia Fine Chemicals
AB, Uppsala 1, Suecia).

10 Esencialmente, la invencidn solo requiere
que la enterobtoxina sea liberada y separada de las célg
las de E, coli, y esté sustancialmente exenta de lipopo
lisaciridos.

Los sigulentes ejemplos ilustran la pre-

15 sente invencidn; no deben ser considerados como limita-
tivos de su ambito.

EJEMPIO 1

Medio de produccidn (sbélido)

Se aflade agua (10 litros) a 130 g de cal-
20 do de Bacto-Tryptose y 150 g de Bacto-Agar (Bacto-Trypto

se y Bacto-Agar son marcas registradas de productos ma-

nufacturados y vendidos por Difco Laboratories, Detroit

1, Michigan, EE.UU.). La mezcla es calentada con agita-

cibén hasta 1212C durante 60 minutos. Se disuelven vein-

25 te g de Bacto-Dextrose (marca registrada de un producto

15.12.75.
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manufacturado y vendido por Difco Laboratories) en 20

ml de agua destilada, y se pasa la solucién a través de
un filtro esterilizador Millipore de 0,45 micras (Milli
pore Corporation, Bedford, Massachusetts, EE.UU.). Iue-
g0 se mezclan ambas preparaciones y se distribuyen por-
ciones de 110 ml en matraces Roux de 500 centimetros
cuadrados.

Preparacidn de siembra

La cepa ATCC 21972 de E. coll es rehidrg

tada con solucidn salina estéril e incubada durante 18
horas a 372C en placas Petri que contienen, cada una,
20 nl de medio sbélido de triptosa-agar preparado mez-
clando 26 g de caldo Tryptose, 30 g de Agar Difco (cal
do Tryptose y Agar Difco son productos manufacturados
v vendidos por Difco Laborabtories), hasta un litro con
agua, siendo calentada la mezcla durante 45 minutos a
115eC.,

Luego se prepara como sigue un medio de
cultivo liquido (1llamado PP5>: se disuelven en un litro
de agua a 602C proteosa peptona ne 3 (producto manufac-
turado y vendido por Difco Labs), 70 g; extracto de le-
vadura (4 g) y dextrosa (5 g). Tras enfriar se le afla-
den NaCl (5 g), NaHPO,, (5,05 g) v KHEPO4 (1,2 g). E1L
medio, cuyo pH es 6,9-7,0, es filtrado sobre filtro

Seitz EKS y distribuido en matraces de cultivo de 1100

...7_.
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Estos matraces de cultivo son inoculados
con las colonias suaves obtenidas en placas Petri, usan
do una colonia por 20 ml de medio liquido PPB’ Yy son in
cubados durante sels horas a 379C con agitacién en es-
tantes con balanceo (22 a 24 balanceos por minuto).

Produccidn de E. coli

Porciones de cuatro mililitros del culti
vo de E. coli obtenido en medio liquido PP3 (es decir,
aproximadamente 4+10° bacterias) son inoculadas en cada
uno de unos matraces Roux de 500 centimetros cuadrados
que contienen el medio de produccién, los cuales son in
cubados luego durante ua dia a 379C, con agitacidén en
estantes con balanceo (22 a 24 balanceos por minuto).
Cada cultivo de células es recogido en 25 ml de agua
destilada, y lo recogido de 15 mabtraces Roux (una serie)
es mezclado en matraces de un litro. Se toma una mues—
tra (1 ml) de cada serie para ensayar la pureza.

Por tanto, se siembran 0,5 ml en caldo de
agar-triptosa en placas Petri, y se incuba durante sie-
te dlas a %420, y la obra fraccidn de 0,5 ml es sembra-
da en placas Petri que contienen 20 ml de agar de dex-
trosa de Sabouraud, preparado disolviendo €5 g de agar
de dextrosa de Sgbouraud Difco (producto manufacturado

v vendido por Difco Laboratqries) en un litro de agua
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destilada caliente y esterilizado adicionalmente, y los

cultivos son incubados durante siete dfas a 220C.

Tas recolecciones son suplementadas con

una solucidn estéril acuosa de sulfato de neomicina al

5 uno por ciento (1,2 ml de solucibn de sulfato de neomi-
cina por 100 ml de recoleccidn), ¥y las células son ro-
tas sometiendo el medio a sonido durante 30 minubos en
un aparato de sonidos Branson Europa modelo J 22 (Branson
Europa N.V., Soest, Holanda), estando mantenido el medio

10 en un bafio de hielo en fusidn.

Tras rotura de las células, la suspensidn
es centrifugada durante dos horas a 2550 ».p.m. a la
temperatura de 52C, para eliminar los residuos de célu-
las.

15 El fluido que sobrenada es pasado sucesi-
vamente a través de un filtro clarificador ¥y a través
de un filbro esterilizador Millipore de 0,45 micras
(Millipore es marca registrada de Millipore Corporation,
Bedford, Massachusetts, EE.UU.).

20 Se afiade al filtrado sulfato aménico pre-
viamente esterilizado por 6xido de etileno, hasta alcan
zar 50% de saburacidén (380 g de sulfato amdbnico por li-
tro de filtrado), y se deja reposar la mezcla tres ho-
ras & bemperabtura ambiente. ElL precipitado obtenido es

25 centrifugado durante dos horas a 2550 r.p.m. a una tem-

15.12.75.
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peratura de 5e0.

El sedimento es vertido en una bolsa de
celofén y dializado contra agua corriente, hasta que la
concentracién de sulfato aménico disminuye entre 0,1 y
0,01%, siendo ensayado el contenido de sulfato aménico
con el reactivo de Nessler.

La preparacidn de enterotoxina es esteri-
lizada por paso a través de un filtro esteriligzador Mi-
llipore de 0,45 micras (Millipore es marca registrada de
Millipore Corporation), y liofilizada.

EJEMPTO 2

Una porcibn de un g de la preparacidn de
enterotoxina liofilizada obtenida al final del ejemplo
1 es hidratada de nuevo afiadiéndole 20 ml de una solu-
cién salina estéril de tampén fosfabo (pH 7,4) consis-
tente en NaCl (8 g), K1 (2 g), NagHPO, (11,5 g),

KH PO, (2 g), Callye2H,0 (1,325 g), Mgll,.6H,0 (1 8) 7
agua destilada (10 1).

La vacuna obtenida es mezclada a fondo
en estado estéril con 20 ml de coadyuvante completo de
Freund estéril (es decir, una emulsidn agua en aceite de

aceite mineral ligero emulsificado con monooleato de

mannida y suplementado con Mycobacterium tuberculosis
muertos), ¥y la vacuna con coadyuvanbe asi obtenida es

distribuida en viales de cuatro ml que son cerrados her

- 10 -
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méticamente o tapados fuertemente, para obtener una can
tidad de enterotoxina (IT) correspondiente a 100 mg de
preparacién liofilizada, por vial.
El contenido de cada vial corresponde a
5 una unidad de dosificacidén de vacuna. Ia vacuna es ad-
ministrada a cerdas prefladas por via instramuscular o
subcuténea, de tres a seis semanas antes de parir.
Alternativamente, la vacuna con coadyuvan
te es distribulda en viales mgyores, con objeto de obte
10 ner nimeros enteros de la cantidad de unidad de dosifi-
cacidn, para constituir las correspondientes preparaclo
nes de vacuna en multidosis.
EJEMPLO 3
La téenica es la descrita en el ejemplo
15 1 hasta e incluyendo la incubacidn de E. coli ATCC
21,972 dursnte seis horas a 372C en medio liquido PP5.
La produccién de E. coli se efectia lue-
go en un medio de produccién liquido como sigue:
Porciones de seis mililitros del E. coli
20 asi obtenido (es decir, aproximadsamente 6107 bacterias)
son inoculadas en matraces de produccidn que contienen
300 ml de medio liquido PP5, v los cultivos son incuba
dog durante un dia con agitacidn en estantes con balan-
ceo (22 a 24 balanceos por minuto).

25 Tas recolecciones de cinco matraces de
151273
- 11 -
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produccidn (una serie) son mezcladas, y cada serie de
recolecciones es centrifugada durante dos horas a 2550
r.p.m., el sedimento es suspendido de nuevo en 150 ml
de agua destilada, y una muestra de la suspensidn es en
5 sayada para determinar la pureza, como se indica en el
gjemplo 1.
La suspensidn de células es somebida a
sonido durante 30 minubos en un aparato de sonido Branson
Europa modelo J 22, siendo mantenido el medio en un ba-
10 fio de hielo en fusién,
Tras rotura de las células, la suspensidn
es centrifugada durante dos horas a 2.550 r.p.m. a 52C,
para eliminar los residuos de células. Se hace pasar 1o
que sobrenada por un filtro esterilizador Millipore de
15 0,@5 nmicras (Millipore es marca registrada de Millipore
Corporation), produciendo 100 ml de filtrado cuyo DpH es
ajustado a 6,4 con &cido clorhidrico normal. Se afiade
tiomersal en concentracién final de 0,02%.
EJEMPLO 4
20 Se mezclan a fondo cuarenta mililitros de
una solucidn acuosa al 2% de Alhydrogel (producto manu-
facturado y vendido por Superfos Export Company) con 80
ml del filtrado obtenido al final del Ejemplo 3, compro
béndose la adsorcién de la enberotoxina sobre el Alhydro

) 25 gel por ensayo de precipitacidn con Acido tricloroacéti
15.12.7%.
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CO.
Se desprecian veinte mililitros del flui-
do que sobrenada, y la mezcla resulbtante es distribuida
en diez viales (10 ml) que son tapados.
5 El contenido de cada vial (9 ml) corres-
ponde a una unidad de dosificacidén de vacuna de 100 mg
(en base al peso seco) de enterotoxina de E. coli tér-
micamente 1abil (ILD).
La vacuna es administrada a cerdas prefia-
10 das por via intramuscular o subcutinea, de tres a seis
semanas antes de parir.
Alternativamente, la vacuna con coadyuvan
te es distribuida en viales mayores para obtener ente-

ros de la cantidad de unidad de dosificacidn, constitu-

15 yendo las correspondientes preparaciones de vacuna en
multidosis.
EJEMPIO 5

Ia técnica es la del ejemplo 3, pero la
mezcla es distribuida en 100 viales de vidrio que son
20 tapados.
Bl contenido de cada vial (0,9 ml) correg
ponde a una unidad de dosificacidén de vacuna de 10 mg
(en base al peso seco) de extracto de enbterotoxina de
E. coli térmicamente 14bil (IT).
25 La vacuna es administrada a cerdas preia-
15.12.75.
- 13 -
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das por via intramuscular o subcubinea, de tres a seis

-

semanas antes de parir.
EJEMPIO 6
Ia evitacién de la colibacilosis de lechg
5 nes por administracidén subcutinea de preparaciones de
enterotoxina de E, coli térmicamente 13bil (IT) segin
la invencién ha sido demostrada por los siguientes en-
sayos I, II y IIT.
En cada uno de estos ensszyos, las cerdas
10 fueron vacunadas de tres a seis semanas antes de parir,
¥ se usd una cerda como testigo. Veinticuatro horas
tras el nacimiento se enfrentd a los lechones con 400
mg por kg de peso del cuerpo de enterotoxina de E. coli
LT, preparada segin el ejemplo 1, usando un tubo estomg
15 cal para la administracidn.

En el caso de tres camadas, segln se indi
ca en las Tablas siguientes, algunos lechones fueron
enfrentados también con enterotoxina de E. coli térmica
mente estable (ST), obtenida de la cepa ATCC 21.972,

20 usando por tanto 660 mg de enterotoxina ST.

La evolucidn clinica de los lechones fue
segulda regularmente en lo que respecta al aspecto de
sintomas tipicos de colibacilosis.

En las Tablas siguientes:

, 25 —~ Vacuna A represents la vécuna del ejemplo 2 a la wni-
15.12.73.
-1 -
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dad de dosificacibn de 100 mg (en base al peso se-
co); |
-~ Vacuna B representa la vacuna del ejemplo 4 a la uni-
dad de dosificacidn de 100 mg (en base al peso seco);
5 —~ Vacuna C representa la vacuna del ejemplo 5 a la uni-

dad de dosificacidn de 10 mg (en base al peso seco).
\,

15,12.75.
- 15 -
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(x) Aparecid mastitis 48 horas tras el parto
(xx) Pérdida de peso 4 horas tras la aparicién de dia-
rrea

El resultado de los ensayos muestra que
sels de las siete camadas de cerdas vacunadas estaban
protegidas contra el enfrentamiento oral con enteroto-
xinas de E. coli. La proteccidén proporcionada era del
90% para una camada y 100% para las otras cinco. Ningu
na camada de las cerdas testigo presentd resistencia
al mismo enfrentamiento con enterotoxinas, mientras
que la mortslidad y la morbidad entre los lechones
testigo estuvo comprendida entre 71,4 y 88,8%.

En cinco de siete camadas de cerdas vacu
nadas todos los lechones estuvieron completamente pro-
tegldos; en una camada estuvieron completamente prote-
gidos ocho de diez lechones. In los lechones enfrenta-
dos con enterotoxina IT y derivados de cerdas testigo
las cifras fueron como sigue: en una camada, cinco de
cinco animales mostraron sintomas tipicos; en otra ca-
mada cinco de siete, ¥ en la tercera camada ocho de
nueve.

EJEMPLO

Una porcién de 12 g de preparacidn de en

terotoxina liofilizada obtenida segin el procedimiento

descrito en el ejemplo 1 es suspendida en un litro de

-2 -
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agua destilada exenta de pirdgenos, y la suspensidn es
mezclada con una solucibn de 20 g de Alhydrogel (produc
to manufacturado y vendido por Superfos Export Company)
en un litro de agua destilada exenta de pirdgenos. Se

5 ajusta el pH a 6 con 4cido clorhidrico N, ¥ se deja re-
Posar la mezcla en la oscuridad a bemperatura ambiente
durante 40 horas con agitacién intermitente, para bermi
Tir la adsorcidn de la enterotoxina en Alhydrogel. El
PH final es 6,3,

10 Tras centrifugacién se desprecia lo que
sobrenada, y el sedimento es hidratado de nuevo por adil
cién de 2,2 1. de una mezcla 50/50 de suero fisiolégi-
co y tampdn (22 g de N32HP04 (1/10) y 78 g de KH2P04
(1/10) con 10 mg de tiomersal por 4100 ml; pE 6,3).

15 Se agita la mezcla a 42C durante dos ho-

ras; y se divide en dos tandas de 1100 ml, llamadas

respectivamente A y B. La tanda A, que contiene 5,4 mg
de preparacibén de enterotoxina y 9 ng de Alhydrogel por

ml) es dividida en porciones de 5 ml (que por tanto con

20 Tienen 27 mg de preparacién de enterotoxina) que son
distribuidas en viales de vidrio que luego son cerrados
herméticamente. La tanda B es dilufda por adicién de
303 ml de una mezcla 50/50 de suero fisiolégico y tam-
pén (22 g de Na,HF0,, (1/10) 7 78 g de KIL,PO,, (M/10) con

25 10 mg de tiomersal por 100 ml; pH 6,3) suplementada con

15.12.73.
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2,7 g de Alhydrogel. La tanda B (que contiene 4,3 mg de
preparacidn de enterotoxina y 9 mg de Alhydrogel por
ml) es dividida en porciones de 2,5 ml (que por tanto
contienen 10,75 mg de preparacién de enterotoxina),

5 que son distribuidas en viales de vidrio que luego son
cerrados herméticamente.

La preparacién de vacuna de las tandas A

v B ha sido ensayada como sigue, en centros de cria de
cerdas conbaminados por dlarrea colibacilar.

10 Asi, las cerdas fueron inoculadas subcu-
téneamente, entre 3 y 6 semanas sntes de parir con una
gola dosis de vacuna: 59 cerdas recibieron una dosis
de vacuna tanda A, y 28 cerdas recibieron una dosis de
vacuna btanda B. Se usaron cincuenta cerdas como btesbti-

15 g0, que recibieron los mismos volimenes de la misma
mezcla de Alhydrogel/tampdn, sin extracto de enteroto-
xina.

Todos los lechones fueron observados para
determinar la aparicidn de diarrea.

20 FEl y después del segundo dia de sintoma
clinico de enfermedad, los lechones fueron tratados por
administracién diaria de cloramfenicol, ampicilina o
sulfadoxin/trimetoprin.

Los resultados se resumen en la siguiente

25 Tabla I, teniendo en cuenta la consistencia de las heces,

15.12.775.
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duracidn de la diarrea, nimero de administraciones de

antibidtico y mortalidad por deshidratacidn.

15.12.75.
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Los resultados de la Tabla I indican que
la administracién de vacunas segfin la invencién reduce
considerablemente el tanto por ciento de enfermedad y
mortalidad, obteniéndose mejor proteccidn tras adminis—
tracion de la unidad de dosificacidn de enterotoxina de
27 mg a las cerdas.

La presente solicitud que corresponde a
la presentada en los Estados Unidos de América, el 4 de
Diciembre de 1972, bajo el N2 311.998, se acoge a los
beneficios del articulo 51 del vigente Estatubo sobre

Propiedad Industrial.,

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva
que se presentan para que sean objeto de esba solicitud
de Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12.~ Procedimiento para preparar una va-
cuna para la colibacilosis de lechones, para administra

cibén intramuscular o subcutinea a cerdas prefiadas, que

- 26 -



comprende aislar enterotoxina de E. coli térmica~

mente 14bil (LT) a partir de células de una cepa de

B.. coli productora de enterotoxina térmicamente 14-

bil, y mezclar la enterotoxina aialada con un coad—
5 yuvante de vacunas.

28,- Procedimiento segin la reivindica-
cién 1e, donde la cepa de E, coli es la ATCC 219%2.

38,- Procedimiento segin la reivindica-
cién 18, donde la enterotoxina de B, coli térmicamen-

10 te 1dbil (IT) es un extracto de E. coli exento de cé-
lulas, sustancialmente exento de lipopolisacdridos.

42.,- Procedimiento segin cualguiera de
las reivindicaciones 12 y 22, donde la unidad de do-
sificacién de enterotoxina es de 10 a 150 mg de ex-

15 tracto liofilizado,

58,- Procedimiento segin cualquiera de las
relvindicaciones 12 a 48, donde el coadyuvante es
un coadyuvante aceitoso o un coadyuvante de gel de
compuesto de aluminio,

20 62.~ Procedimiento para preparar una va-
cuna para la colibacilosis de lechones,

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede y para los fines que se han especifica-
do.

25

26.2074‘ - 27 -
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Esta Memoria consta de veintiocho hojas

escritas a mdquine por una sola cara. _
Madria, ' 9 MAR, 1974
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