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| MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la golicitud de una

PATINCE DE INVENCION

Solicitante: INSTITUT DE RECHERCHES CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES

APPLIQUEES(IRCEBA)
Domicilio: 38 Rue de Lisbonne, 75008 PARIS, Francia.
Enunciado: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN NUEVO PRO
DUCTO UTIL EN TERAPEUTICA PARTICULARMENTE PARA EL
TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES DEL MEDIO OTO-RINO-
LARINGOLOGICO.

Prioridad: de la solicitud de patente briténica no
%9.984 del 6 de septiembre de 1.3974.

e o 0wy S e

l.a. | .




e e epmiaR

‘e
v it Vot e BN et R ek 4

10

15

20

25

La presente.invencién se refiere como producto in-

i . . e P
du§tr1al nuevo a una compnsicion terapéutica para uso nasal

qu% contiene antigenos de origen bacteriano. La invencinn

se ‘Eefiere igualmente al procedimientn de preparacion de

la mencinnada composicién, asl coms a la aplicacidn de la

|
menfionada composicisn para el tratsmiento de las manifes-

taciones infeccinsas del medin oto-rinn-laringelégicn ¥
principalmente a las rinitis y rinn-faringitis, atitis y
sinusitis. |

La nueva componsiciarn nasal de acuerdn con el inven-
%Yo s¢ caracteriza porque cnmprende 3 partes en pesn de

fracpién antigénica purificada de Staphylocnccus aureus

634, 3 partes en peso de fraccion antigénica purificada de

Staphylocaccus aureus 636, % partes en peso dé fraccion

antigénica purificada de Staphylococcus aureus 659, 3 partes

en peso de fraccidén antigénica purificada de Streptococcus

147, 3 partes en peso de fraccion antigénica purificada de

Streptococcus pyngenes 155, 3 partes en peso de fracclén an-

tigénica purificada de Streptocnccus pyogenes 1178, 3 partes

en peso de fraccidn antigénica purificada de Diplococcus pneu-
moniae 209, 3 partes en peso de fraccion antigénica purifi-

cada de Diplacnccus pneumnniae 210, y, 1 parte en peso de

fraccidn antigénica purificada de Neisseria catarrhalis 987,

Los nimerns de cepas dadns anteriormente son los
\ - .

que figuran en el catllogo de la coleccion del Centro
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fnternacional de Distribucién de Cepas y de Informaciones
sbbre los Tipos Microbianos de Lausanne.

Ias nueve cepas de lag cuales se han proporcionado
las fracciones antigénicas purificadas que entran en la
composicidn segin el invento, y que forman parte de las
cepas patégenas frecuentemente éncontradas en clinicas y
con respecto a las cuales es particularmente interesante
producir una inmunidad, hsen sido seleccionadas per su fa-
cultad de produccidn de antigenos.

Bien entendido sin salirse del marco de la inven-
cién, se pueden asociar las fracciones entigénicas purifi-
cadas exbraidas de esbas nueve cepas con otros ingredien-

tes, asi como se podréd apreciar més adelante en el ejemplo

B. ‘

El procedimiento de preparacién'de la composicidn
de acuerdo con el invento que comprende el cultivo de las
bacterias en un medio nutritivo esencialmente liquido, la
lisis de las bacterias, 13 extraccidn de las fracciones
antigénicas y su purificaéién, ¥ luego la mezcla de dichas
fracciones, se caracteriza porque la lisis de las bacterias

se realiza en el medio nutritivo de cultivo por via enzi-

mdtica a 60-65°C mediante papaina, y luego & 37°C mediante

tripsina, destruyéndose cada enzima, después de la utili-

zacidén, por calentamiento a 100~120% durante 30 mn (inace

tivacidén), y porque la extraccidén y la purificacidn de
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las fracciones antigénicas comprenden sucesivamente:

Jé) la eliminacién por centrifugacidn de las subs~
tancics sbélidas de origen bacteriano que resultan de la
lisis.

b) la absorcién sobre un soporte sbélido principal-
mente carbdn activo de las fracciones antigénicas conteni-
das en el.medio liquido después de la centrifugacién.

¢) la separacidén por centrifugacidén del carbdn ac=
tivo sobre el cual se han absorbido las fracciones antigé- -
nicas.

d) la elucién de las fracciones antigénicas del

carbdn activo mediante una solucidn acuosa de amoniaco.

e) la evaporacidn de i y laconcentracidén del elua- i
to y a conbtinuacién una liofilizacidn para obtener en forma :
de polvo las fracciones antigénicas denohinadas purificadas.:

Este procedimiento ha sido ilustrado a continuacidn
en el diagrama I, |

La extraccidn de las fracciones antigénicas purifi-
cadag neéesita dos medios de cultivo distintos, contenien-
do cada uno una fueute de carbomo, una fuente de nitrdgeno

y sales minerales: .

a) un medio para los Staphylococcusg aureus, los

Streptococcus y los Diplococcug pneumonide; esbe medio se

prepara en un recipiente con un volumen de 300 litres, y

b) un medio especial para el Neisseria catarrhalis;

.
4
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NaCl _ 1500 g

~ Fosfato bipotésico 1 500 g
Fosfato monopotésico ‘ 600 g
Posfato monoamdnico * 600 g
Glucosa ' 1 500 g
Sulfato de magnesio ‘ | 60 g
Glioerina 600 g
Autolisato de levadura 600 g
Sulfato de manganeso 6g

i . -5 -

este medio se prépara en un matraz de 5 litros.
! : Aungue sea posible cultivar simulténeamente las

Acho cepas de Staphyloéoocus, Strevtococcus y Diplocogcus

y| extraer simulténeamente sus fracciones antigénicas, se
prefiere operar- cepa por cepa con el fin de evitar un ries-
g eventual suplementario de contaminacidén y sobretodo
cdn el fin de dosificar mejor en e} momento de la mezcla
fihal cada una de las fracciones antigénicas.

Otras ventajas y caracteristicas de la invencidn
se bomprenderén mejor con la lectura que sigue de cjemplos
nofliﬁitativos.

Ej%mpio A

I ~ Preparacidén de cada una de las fracciones antigénicas

purificadas de Staphylococcus aureus, Streptococcus ¥

Diplococcus pueumoniae.

1) Medio de cultivo
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Clorhidrato de tiamina 1,50 g
CTorhidrato de piridoxina 1,50 g
Pantobtenato cédlcico ' 1,50 g
Acido nicotinico 1,50 g
Riboflavina 0,75 &
Agua c.8.p. 300 litros

Los componentes del medio de cultivo se disuelven
en 50 litros de agua, bajo agitacidn. Despuds de haber
completado el volumen de 300 litros con agua, se ajusta
el pH a 7,8 mediante adicidn de sosa. Después de una nueva
agitacidn, el medio se esteriliza a lOO—iQOOC, preferen—
temente a 110°C, durante 30 minutos.

2) Mantenimiento de las cepas

Las cepas destinadas a la extraccién'de fracciones:
antigénicas se mantienen mediante el paso por ratones
Suizos Albinos, con el fin de conservar su carlcter patd-
geno y sus propiedades bioquimicas, La inoculacién al ani-
mal se realiza por via intra-venosa.

Al producirse la muerte de los animales por septi-
cemia, se extrae esterilmente, por puncidén cardiaca, san-
gre con la cual se siembra un medio 1liquido de enriqueci-
miento, y después a partir del medio liguido, un medio
sblido de aislamiento. Con el cultivo puro asi obtenido,
se siembra una cantidad adecuada de medio liquido desti-

nado para servir de inoculo al cultivo industrial, de

1 Al -

anmar




R

ik aads

e N en

van

10

15

20

25

acuerdo con el procedimiento deserito en el punto 3) daﬁo
a continuacidn,. '

Después dé cada uuevo aislamiento, la conformidad
de los caracteres bioquimicos se verifica de acuerdo con
las técnicas de identificacidén clésicas.

3) Preparscidn del indeulec indusbtrial

La giembra con el cultivo puro obtenido anteriormen-
te se realiza sobre 10 ml de medio liquido (descrito en 1),
Al cabo de 24 horas de permanencia en estufa a §7°C, este
volumen se introduce esterilmente en |5  litros de medio
de imual composicidn, previamente esterilizado. Después
de 24 horas de permanencia en estufa a 3700, este volumen
ge introduce esterilmenbe en 300 litros del mismo medio
previamente esbterilizado,
4) Cultivo

La temperatura del medio se mantiene a 37°C, el ;
cultivo se realiza en 24 horas, la aeracidén del medio esté'
asegurada pdr la llegada de aire filtrado gpor ejemplo por
medio de una membrana Miliipore). A1 cabo de 24 horas, el
cultivo se debtiene por esterilizacidn del medio durante
1 hora a 100~120°C,

En esta fase, se extraen asepticamente 10 ml del

.'medio para un conbtrol de esterilidad.

5) Lisis de las bacterias

Esta operacién se realiza por hidrélisis enzimédtica
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y tiene por objeto liberar las fraccioncs %ﬁtigénicas en
gel medio. Después del control de la esterilidad del medio,
ksta hidrblisis enzimética se realiza en dos tiempos:
- primeramente, a 60-65°C mediante papaina a un pH
de 6,5,
- geguidamente, a 3700 mediante tripsina a un pH de
7o

La lisis enzimdtica tiene por objeto degradar la
celula bacteriana con el fin de que el medio de cultivo
dél punto - 4 ) anteriormente mencionado (en el cual se rea-
liza;la lisis enzimdtica, y que se lleva & un pH de 6,5
pdra el tratamiento mediaute papaina y luego a un pH de 7
para el tratamiento con tripsina) se enriquezca con anti-
genos. p

Las cantidades de papaina y de tripsina no son cri-
ticas. )
En efecto, el mecanismo simplificado es el siguien-
te., Los enzimas (aln presentes en pequefia cantidad) des-
truyen 1la pared celular (en inglés: "cell wall") y ponen
al descubierto una porcidén de la membrana qitoplésmica;
la mencionada membrana se destruye entonces en razdn de
(1) la diferencia de presidn osmdética existente entre la
masa citoplésmica y el medio de lisis enzimitico, y/o (ii)
de la degradacidén enzimatica; de lo que resulta que los

antigenos (situados en la pared celular y situados sobre
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. de 6,5 y a 60-65°C durante 3 horas;

todo en el inberior de la membrana citoplésmica), o de
8l  menos una parte de estos, pasan al medio de lisis en-
zimdtico. De un modo general se pueden considerar que los

enzimag permiten separar los antigenos de las substancias

que los revisten o de los eventuales substrabtos & los cuales

van unidos, y; recoger un extracto bacteriano (fraccidm
antigénica) obtenido a partir de cada antigeno completo
¥ que ha conservado en su estructura los emplagamientos
anbigénicos del antigeno completo.

Por otro lado, los tiempos de tratamiento, que

dependen de las cantidades enzimdticas no son tampoco

.

ceriticos.

Para obtener‘buenos resuitédos en lo que a la can-
tidad y calidad de los antigenos extrai@os'se refiere, se
preconiza: |

- emplear de 25 a 35 g de papaina (éon un grado de
660 unidades por miligramo de enzima, ver la farmacopea
francesa de 1949 para la definicidén de éste titulo) para

300 litros de medio, efectuéndose el tratamiento a un pH

-

- calentar a 100-120°C durante 30 minubos para des-=

truir la papaina;

- emplear a continuacién de 12 a 18 g de tripsina
(con una graduacién de por lo menos 30 Unidades Interma-

cionales por miligramo de enzima, ver la farmacopea fran-

-~

14

-~

e
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cesa de_1965 para la definicidn de este fitﬁlo) para 560

i

litros de medio, efectuéndose el tratamiento a un pH de 7

a 37°C durante % horas, ¥

e

~ calentar a 100-120°G durante 30 minutos para des-
fruir la tripsina,

En el presente ejemplo se ha supuesto en las condi-
ciones siguientes a saber: tratamiento con 30 g de papaina
(¢con 660 U/mg) por %00 litros de medio, a un pH de 6,5 ¥
a|60°C durante 3 horas; calentamiento a 100°C durante 30
mihutos; tratamiento con 15 g de tripsina (con una gradua-
cidn he por lo menos 30 U.I./mg por 300 litros de medio,

ajun bH de 7 3y a 37°C durante 3 horas, y luego, calenta-

miento a 100°C durante 30 minutos.

6) Extraccidn de las fracciones antigénicas

Primeramente se ha procedido a la eliminacidn de
los cuerpos bacteriancs por centrifugacién., Se recuperan
entonces 10s %00 litros del medio de cultivo que contiene
las fracciones antigénicas. Estas fracciones antigénicas
se absorben a continuacidén sobre un soporte por ejemplo
sobre carbbén activo (principalmente carbén OENO).

Se realiza un nuevo paso por la centrifugadora coun-
el fin de recuperar las fracciones antigénicas adsorbidas
sobre el carbdén, que se eluirdn a continuacién con ayuda
de una solucién acuosa de amoniaco.

Las fracciones antigénicas se encuenbran entounces en




1 el agua amoniacada.

La solucidn cxperimenta un paso por el evaporador;

f et A e n o A o dmams

esta operacidén tiene por objeto eliminar el amoniaco-y
concentrar la solucidn acuosa. La concentracidén de la men-

5 cionada solucidén acucsa se realiza en unas condiciones
corrientes; el objeto a lograr es un contenido en fraccidn
antigénica que pueda ser liofilizado. De este modo, se
podran concentrar de 2 vollmenes a 1 volumen, o mejor, de
5 vol(mencs o mds a 1 volumen).

10 Ia Iiofilizacién de esta solucidn acuosa consbtituye

la Gltima ebtapa de la exbtraccidn.

AV Las fracciones antigénicas purificadas se presentan
) entonces en forma de polvo.

II -~ Preparacidn de la fraccidn antigénica extraida de

El 15 Neisseria catarrhalis.

; Aqui el principio no cambia, pero el medio de cul-
’€ tivo es distinto (esto se debe a la dificultad de culti=~

g var éste gérmen); ademds, el cullivo se realiza en un ma-
3¥ traz de 5 litros y dura 48 horas,

% : - 20 Aqui se dan solo las diferencias con relacidn a la
‘i " preparacién de las fracciones antigénicas extraidas del

é : Staphylococcus aureus, Streptococcus y Diplococcus pneumo-
; Medio de cultivo

; 25 Suere de caballo ‘ 250 ml

QLR L e T

RN SN S
.

3
b T vy S g ey B e R



10

15

20

25

o e ¢

- 12 -

Medio de cultivo

Caldo T ’”; c.5.P. 5 litros

Composicidn del caldo T

Peptona 200 g
Glucosa 10 g
NaCl 258

Agua destilada c.8.p. 5 litros

Para la preparacién de éste medio, se introduce
esterilmente el suero de caballo en el caldo T esteril y
se ajusta el pH a 7,2.

El medio se esteriliza a continuaeidn a 100°C du-
rante 45 minutos.

La lisis de las bacterias, la extraccidn de las
fracciones antigénicas y luego 1la liofiliz;cién se reali-

zan a continuacidén segin el método descrito anteriormente

para los Staphylococcusg, Streptococcus y Diplococcus.

1l peso molecular de cada una de las 9 fracciones
antigénicas obtenidas segin I y II es de 12.000 aproxima-
damente.,

TIII - Hezcla de las diversas fracciones antigénicas

Se mezcla 1 parte en peso de la fraccidn antigénica

purificada y liofilizada de Neisseria catarrhalis con ¥

partes en peso de cada una de las fracciones antigénicas

purificedas y liofilizadas de Staphylococcus aureus 634,

.

s

636 y 659, de Streptococcus 147, 155 y 1178 y de Diplococous.
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pneumoniae 209 y 210.

!E‘ A l B
1gemp_ 0

\ Se ha preparado una composicién preferida de acuer-

do con el invento reproduciendo el ejemplo A mezclando en

| .,
la etapa IIT las fracciones anbigénicas de las nueve cepas

on el mercurotiolato sddico, el clorurc sddico y agua

con el fin de obtener la formulacidn siguiente:

- « &
mpogsicion I

C
Fraceidn

aureus 634

l

antigénica

3 mg.

purificada

Fraceidn antigénica purificada

|
aureus 63

6 3 mg.

Fraccibén antigénica purificada

aureus 659

3 mg.

Fraccidn antigénica purificada

147 3 mg
Fraccibn
byogenes
Fraccidén

pyogenes
Fraccidén

pneumoniae 209 3 mg.

.

antigénica

155 3 mg.

antigénica
1178 3 ng.

antigénica

purificada
purificada

pucificada

‘Fraccibén antigénica purificada

pneumoniae 210 3 mg. .

Fraccidn antigénica purificada

extraida
extraida
éxtraida
exbtraida
extraida
extfaida
extraida
extraida

exbtraida

de

de

de

de

de

de

de

de

de

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Streptococcus

Streptococecus

Streptococcus

Y
S

Diplococcug

Diplococcus

Neiserria cata-
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rrhelis 987 1 mg.

Mercurotiolato sddico

!

Cloruro sddico

gua destilada

0,25 mg.
9C mg.

¢>8.p. 10 ml,

Procediendo como anteriormente se ha preparado una

omposicidén IT respetando las proporciones de la composi=~

ciién I

Composicidn II

Fraceidn antigénica purificada

adreus 634 4,5 mg.

1

Fraccidn antigénica purificada

ayreus 636 4,5 mg.

Fraccibdn antigénica purificeada
aureus 659 4,5 mg,

Fraccidn antigénica purificada
4,5 mg.

Fraccidén antigénica purificada
pyogenes 155 4,5 mg,

Fraccidn antigénica purificada
pyogenes 1178 4,5 mg.

Fraccidén antigénica purificada

moniae 209 4,5 mg,

Fraccidén antigénica purificada

moniae 210 4,5 mg.

Fraccidn antigénica purificada

extraida

extraida

extraida

extraida

extraida

extraida

extraida

extraida

extraida

de

de

de

de

de'

de

de

de

de

Staphylococeus

Staphylococcus

Staphylococcus

Streptococecus 147

Streptococcus

Streptococcus

-

Diplococcus pneu-~

Diplococcus pneu~

Neiserria cata-
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rrhalis 987 1,5 mg.

Mercurctiolato sddico : 0,375 ng
Cloruro sbddico 135 mg.
Agua destilada CoSuPe 15 ml

La composicién II acondicionada en unes frascos de
15 ml para ser administrada por nebulizacidén en las fosas
nasales ha sido denominada provisgionalmente bajo los nom-
bres de "Rhinapten” y "Rhinapten Nebulizador". A continua-
cién se han resumido los resultados de los ensayosvfarma-

coldégicos ¥ clinicos que se han llevado a cabo.

_ El estudio de la toxicidad aguda "en el ratdén, por
via ord ha permitido mostrar que la DI~0 (dosis minima mor;
tal) de cada una de las nueve fracciones antigénicas que
entran en las composiciones I y II es é&perior a 4 g/kg.
Igualmeunte ha mostrado que la DL-0 de la mezcla de las
nueve fracciones antigénicas es neteamente superior a 1,8
g/kg, ¥ que la DL-0 de las composiciones I y II es igual

a 40 ml/kg (lo cual corresponde a una dosis de mezcla de

_las nueve fracciones antigénicas de 100 mg/kg).

El estudio de la toxicidad subaguda, en el ratén y.

en la rata,por via oral de 1la mezcla de las nueve fracciones

“antigénicas que entran en las composiciones I y II en dosis

de 1 mg/kg y 10 mg/ke durante 13 semanas, 5 dias por se-

mang, ha permitido observar la ausencia de mortandad.

s
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Ensavos farmacolégices

Ta experimentacidén farmacolégica en el animal tro-
piezea principalménte con . dos dificultades.précticas: por
una parte es dificil crear localmente, a nivel de las fo-
sas nasales, una infeccidn experimental gque no cure espon-
taneamente en un ﬂiempo demasiado breve para gue la expe~
riencia pueda ser concluyente; ﬁor_oﬁro lado; la nebuliza~
cibén, que es una forma de sdministracién bien adaptada
para el hombre, no lo es para el animal que aceptg nejor
la instilacién o la exposicién a una neblina aerosol.

Para resolver estas dificultades se han llevado a
cabo cuatro experimentos:

a) Propiedades inmunolémicas in vitro de las 9 fracciones

antigénicas v de su mezcla segin las composiciones I y II.
Se demuestra que los extractos de las nueve cepas

(Staphylococcus aureus 634, 636 y 659, Strepbtococcus 147,

Streptococcus pyogenes 115 y 1178, Diplococcus pneumoniae

209 y 210, y, Neisseria catarrhalis 987) tienen una estruc-

. tura antigénica empleando el método de Kolmer; enm efecto

cada fraccidén obtenida segin el ejemplo A y la mezcla de
dichas fracciones proporcionan una reaccidn positiva con
los inmunosueros producidos en el animal (conejo) median~‘
te inyeccidén de suspensioneg en formaldehido de cade una
de las nueve cepas (la mencionada suspensibén se obtiene

afiadiendo formaldehido al medio nutritive de cultivo del
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ejemplo A que contiene la cepa y después sometiéndola a
centrifugacibn):

b) Inmunizacidn vor via varenteral con las fracciones anti-—

N4 » LA . » -
génicas y su mezcla segun las composiciones I vy II,

Se administra por via inyectable a conejos, 2 mg
por dia, tres veces por semana, durante 4 semanas, de cada

una de lds fracciones antigénicas que euntran en las compo-

P .

siciones I y II (excluyéndose la fraccidn antigénica ex~

traida de Neisseria catarrhalis que correria el riesgo por

via parenteral de provocar chocs). Se extrae a continua-
cidén el suero de los animales que se ensaya con las 9 frac-
ciones antigénicas y su mezcla seglin el método de Kolmer

y el de Ouchterlony. Los resultadns de los dos métodos per-
miten afirmar que las fracciones antigéqicas ¥y su mezcla
conducen a una buena inmunizacidn de los animales.

¢) Evidencia de anbti-cuerpos a nivel de la mucosa nasal

en el animal tratado.

Ia experimentacidn ha sido realizada por instila-
cién (rata) y aerosol (cobéya), siendo concordantes los
resultados solo se ha resumido a continuacidén los ensayos
relativos a la rata.

Protocolo
La experimentacidn se ha llevado a cabo sobre 40

ratag distribuidas de éste modo:
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Lote testigo:

1Ratas macho SPF (peso medio 250 g) No. 1 a 10

i

Ratas hembra SPF (peso medio 250 g) No. 11 a 20,

TLote tratado:

ﬁatas macho SPF (peso medio 250 g) Mo, 21 a 30
atas hembra SPF (peso medio 250 g) No. 31 a 40,

Los animales se trataron por via nasal a razdn de
1l gotas por orificio nasal, dos veces por dia, durante
8| sémanas, mediante una solucidén de la mezcla de las nueve
frécciones antigénicas que entran en la composicién I del
e'emﬁlo B, Esta solucidm contenia 5 g de mezcla de frac-
c onas antigénicas purificadas por 100 ml de agua destila-
da,

El lote testigo solo recibid agua destilada en las
mismas condiciones.,

Al final de las ocho semanas de tratamiento, los

animales se sacrificaron y se extrajeron las mucosas nasa-

les.

Las mucosas nasaleé se lavaron a continuacidn con
suero fisioldgico y se trituraron en presencia de 0,5 ml
de solucidn isotdnica de cloruro sédico. Los triturades -
una vez centrifugados, el sobrensdante se utilizd para

efectuar la reaccidn de Kolmer conbtra los inmunosueros

- anti-estafilococo, anbti-estreptococo, anti-neumococo y

anti-neisseria y probar la presencia de anticuerpos.

o

&

*
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ﬁesultadqg

TLos resultados, animal por'animal, para cada lote,
son consignados en las tablas I y IT, estos resultadés
han sido ademés reagrupados respectivamente en las tablas
III y IV para representar en % de acuerdo con las indica-
ciones de la reaccidn de Kolmer.

&) Evidencia de las propiedades protectoras in vivo de

las fracciones antigénicas respecto a las infecciones ex~

perimentales en egtrepto v en estafilococos.

Como era dificil producir en el animal una infeccidn
rino-faringe Gtil para la experimentacidén, se provocd en
la cobayad abcesos sub-cubéneos mediante inyeéccién de una
dosis microbiana préxima a la dosis minima infectaunte (DMI)

de Streptococcus pyogenes 155 (DMI = 0,5 ml del medid de

cultivo de 24 horas.de esta cepa) y de Staphylococcus aureus

636 (DMI = 0,5 ml del medio de cultivo de 24 horas de esta )
cepa), a continvacidn, se administra la mezcla de las frac-

ciones antigénicas (fraccidén de Neisseria catarrhalis ex-

!
cluida) por via intramuscular a razén de 8 mg/kg de la

- mencionada mezcla durante 5 semanas, cada dia, Con rela-

cién a los animales testigos infestados y que no recibieron

. la mencionada mezcla se observd que los animales btratados

egtaban mejor protegidos.
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1 R P ABLA I
LOTE TESTIGO '
Ratas Contra-suero  Contra-suero Contra=-suero Contra-
SPF anti- anti- anti- suero ant
No. estafilococo  estreptococo mneumococo. neisserie
1 + - - -
5 —-
2 - : - - -
3 - - - -
4 - + - -
5 + - - -
10 © - - - -
7 * x - -
8 - - - -
4 9 + + - -
"1
5 10 - - - -
”; 15 11 - - - _
12 + + - -
13 - - - -
E 14 - bt - -
5 20 16 - - - -
e 17 + - - -
g 18 - - - -
g
4 19 - - - -
1 25 E REACCION DE KOLMER
P ‘ Leyenda: - reaccidn negativa; i reaccidén ligeramente posi-
; tiva; + reaccidn positiva; ++ reaccién muy positiva
L
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TABTL A II

LOTE. TRATADO

Ratas Coubtra~suerc Countra~suero Contra-suero Contra-suer

SPF anti- anti- anti- anti~
No. estafilococo estreptococo neumococo. neieseria
2l + ¥ + *
22 + ‘ + + +
23 + + + -
24 ++ + + +
25 + + + +
26 + +4 - +
27 + + L * +
28 - - - -
29 * x x *
20 + + + -
31 + + + +
32 ++ gt + +
35 + + ks bl
4 - - - -
35 + + - -
36 * - - *
37 + + + + .
38 ++ + & *
32 * * x £
40 ¢ + * +
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TABTL A TIT

LOTE TESTIGO ,
Resultados Contra-suero Contra-suero Contra-suero Contra

expresados anti~ anti- anti- suero
en % estafilococo estreptococo neumococo anti-
, neisse’
- negabivos 65% 75% 100% 100%
+ ligeramente . ~ - -
positivos 15% 10% '
+ positivos 20 5% - -

++ muy positi-
vos

TABLA IV

LOTE TRATADO

Resultados Contra-suero Contra-suero Contra-suero Contra

g S S sl

T A T T
ARSI I BT At T O 0

o

15

20

25

vVos

expresados anti- anti- anti~ suero

en % estafilococo estrepbococo neumococo anti~

reisseri

- negativos 10% 15% 25% 25%
+ ligeramente o
positivos 15% 20% 45% 0%

+ positivos 55% 55% 30% 25%
++ muy positi~ g ! 108 _ _

La experimentacidén clinica ha sido realizada por

medio de la composicidén II del ejemplo B con el fin de es-

tudiar los efectos de esta composicidn sobre las manifesta-

ciones infecciosas del medio obo-rino-laringoldégico asi



S NS

[

= 23 -

o e

Y e e o X

1 como el poder inmunitario creado con respecto a los gér-

E menes aislados tanto en el nific como en el adulto. Para-
lelamente se ha llevado a cabo una investigacidn del por-
centaje de inmunoglobulinas del tipo IghA secretorio & nivel

de 1la mucosa nasal antes y despuds del tratamiento.

Este experimento clinico realizado sobre 50 enfer-

mos repartidos en grupos de edad como se ha indicado en

la tabla V y que padecen
a) de rinitis y rino-faringitis,

10 b) de obtitis de repeticidn y/o

¢) de sinusitis,
ha dado los resultados globales counsignados en la tabla VI,

TABL A ¥

Edad Nimero de casos _ Posologia (a)

15

de 0 a 5 afiog 3 Una pulverizacidn en
cada orificio nasal, 2
veces por dia.

de 5 a 10 afios 22 Una. pulverizacidn en
cada orificio nasal, 3
veces por dia,

20 de 10 a 20 afios 10 Dos pulverizatiounes en
cada orificio nasal, 2
veces por dia,

de 20 afios en ade 15 Dos pulverizaciones en
lante. cada orificio nasal, 3
veces por dia.

Nota: (a) duracidn media del tratamiento: de 2 a 3 semanas

25

gt

--------
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TABLA VI

“= Resultados globales

Resultados Nimero de casos Porcentaje
Muy buenos 3 6
Buenos o 68 ¢ = 82
Medios 4 8

Nulos 9 18

En el 82% de los resultados Utiles de la tabla VI,
se observa una eficacia a partir del 15° dia de tratamien-
to con un efecto duradero puesto que en su mayoria los
enfermos ho'presentaron mAs reincidencia de sus sintomas
durante un periodo ae 2 a 3 meses después del final de su
tratamiento. Para los 50 enfermos mo se,observé caso al~
guno de intolerancia.

DIAGRAMA T

CULTIVO

1 «——papaina a 60-65°C; pH 6,5

CALENTAMIENTO a 100-120°C
30 m,(inactivacidn papaina)

<

CALENTAMIENTC a 100-120°C
30 m.(inactivacidn tripsima)

Co

tripsina a 57°C; pH 7
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_ En resumen, la Patente de Invencidén que
se solicita deberid recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacién de un.nue

vo producto, Gtil en terapéutica particularmente para el -

tratamiento de las infecciones del medio oto-rino-laringo-
légico, y constituido por una mezcla de fracciones antigéni
cas de origen bacteriano, caracterizandose dicho procedimien
to (que comprende el cultivo de bacterias en un medio nutri
tivo, la lisis de las bacterias, la extraccidén, la purifi-
cacién y la mezcla de las frécciones antigénicqs) porque se
cultiva en un medio nutritivo liquido que contiene una fuen
te de carbbno, una fuente de nitrdégeno y sales minerales -

cada una de las cepas de Staphylococcus aureus 634, Staphylo

coccus aureus 676, Staphylococcus aureus 659,. Streptococcus

147, BStreptococcus pyogenes 155, Streptococcus pyogenes 1178,

Diplococcus pneumoniae 209, Diploccccus pneumonise 210 y -

Neisseris Catarrhalis 987 del catidlogo de la coleccidn del

Centro Internacional de Distribucién de Cepas y de Informa-

cién sobre los Tipos Microbianos de Lausanne, porque se efec
tha la lisis de estas cepas en el medio de cultivo por via -
enzimdtica a 60-652C por medio de papaina, y luego a 372C

por medio de tripsina, destruyéndose cada enzima, después -

dé_ia utiiiiébién, por éalentamientohé'100—12090 durante 30
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1 minutos, porque 1a eXtraccidn yrla purificacién de las frag
’ cionés antigénicas comprenden sucesivamente: la eliminacidn
por Lentrifugacién de las substancias sélidas de origen bac-
teri%no resultantes de la lisis, la absorcidén sobre un sopor
5 te sdlido principalmente el carbdén de las fracciones antigé
nicas| contenidas en el medio liquido después de la centrifn
gacidén, la superacidn pdr centrifugacidn del soporte sobre
el cugl se han absorbido las fracciones antigénicas, la elu
cién e las fracciones sntigénicas del soporte por medio de
10 una sofuc§6n acuosa de NH;, la evaporacidm de NH5 ¥ la con-
centriﬁiéé del eluato y luego umna liofilizacidn péra obtenér

en forma de polvo fracciones antigénicas y porque se mezclan

las nueve fracciones antigénicas asi cbtenidas.
2. Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
15 racterizado porque se cultiva por separado cada una de las

cepas Staphylococcus aureus 634, Staphylococcus aureus 636,

Stephylococeus aureus 659; Streptococcus 147, Streptococcus

pyogenes 155, Streptococcus pyogenes 1178, Diplococcus —-

pneumonise 209 y Diplococcus pneumoniae 210 sobre un medio

20 nutritivo que comprende 1500 g de NaCl, 1500g de fostato
bipotésico 600 g de fosfato monopotdsico, 600 g de fosfato
monoaménico, 1500 g de glucosa, 60 g de sulfato de magnesio,
600 g de glicerina, 600 g de autolisato de levadura, 6 g de
sulfato de manganeso, 1,50 g de clorhidrato de tiamina, 1,50

25 g dg clorhidrato de piridoxina, 1,50 g de pantotenato cdlcico,

~——
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1,50 g de 4cido nicotinico, 0,75 g de riboflavina y agua en
compiemento hasta un volumen de 300 litros.
!
3. Procedimiento segin la reivindicacidén 1, ca-

racterizado porque se cultiva la cepa de Neisseris catarrha-

lis 987 sobre un medio nutritivo que comprende 250 ml de sue

ro de|caballo, 200 g de peptona, 10 g de glucosa, 25 g de NaCl .

y agud hasta un volumen d¢ 5 litros.

4, Procedimiento segin lareivindicacidén 1, carac
terizado porque cada una de las nueve cepas se somete por se~
parado a una lisis enzimética que comprende:

i | -el tratamiento por medio de papaina a 60-652C a
' pH de 6,5 durante 3 horas, '
! -la inactivaciéﬁ de la papaina mediante calenta-
miento a 100-1209C durante 30 m@nufos,
-el tratamiento por medio de tripsina a 37°C, a
un. pH de 7, durante 3 horas, y
-lé-inactivacién de la tripsina por calentamiento
a 100-~1202C durante 30 minutos.

5. Procedimiento ségﬁn la reivindicacidén 1, carac-
terizado porque se mezdan las fracciones antigénicas liofiliza
das a razdn de 3 partes en peso de cada una de las fracciones

antigénicas liofilizadas de Staphylococcus aureus 634 Staphy-

lococcus aureus 636, Staphylococcus aureus 659, Streptococcus

147, Streptococcus pyogenes 155, Streptococcus pyogenes 1178,

Diplococcus pneumoniae 209, y Diplococcus pneumoniae 210 por
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1 parte en peso de fraccidén antigénica liofilizada de Neisseria

gggagrhaliév987.

6. Procedimiento segﬁn.la reivindicacién 1, para
la'preparacién de un producto nuevo constituido por fraccio-
nes {tigénicas de origen bacteriano, caracterizado porque

a) se cultiva por separado

- cada una de las cepas de Staphylococcus aursus

634, Staphylococcus sureus 6%6, Staphylococcus aureus 659,

StreDthoccus 147, Streptococcus pyogenes 155, Streptococcus

pngengs 1178, Diplococcus pneumoniae 209 y Diplococcus pneu-

moniae 210 del catélogo de la Coleccidén del Centro Internacio-
nal de Distribucién de Cepas y de Informaciones sobre los Ti-
@os Microbianos de Lausaune, sobre un medio nutritive liquido
gue comprende 1500 g de NaCl, 1500 g de fosfato bipotésico,
600 g de fosfato monopotésico, 600 g de fosfgto nonoaménico,
1500 g de glucosa, 60 g de sulfato de magnesio, 600 g de gli~
cerina, 600 g de autolisato de levédura, 6 g de sulfato de -

manganeso, 1,50 g de clorhidrato de tiamina, 1,50 g de clorhi

~drato de piri&oxina, 1,50 g de' pantotenato de calcio, 1,50 g

de &cido nicotinico, 0,75 g de riboflavina Y agua en comple~
mento hasta un volumen de 300 litros. - '

-.Lé cepa de Neisseria catarrhalis 987 del caté~

logo de la coleccidén del Centro Internmacional de Distriducién
de Cepas y de Informaciones sobre los Tipos Microbianos de -

Lausanne, sobre un medio nutritivo liguido que comprende 250

nl de suero de caballo, 200 g de peptona, 10 g de glucosa, -

-
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.25 g de NaCl y agua hasta un volumen de 5 litios;

\ b) se someten los cultivos de cada una de las
nuevd cepas a una lisis enzimdtica que comprende
'~ el tratamiento por medio de papaina a 60eC, a
wn pHide 6,5 durante % horas,
~ la inactivacidén de la papaina por calentamien-
to a 100eC qurante 30 minutos, .
-~ el tratamiento por medio de tripsina a 372C,
a un pH de 7, durante 3 horas, )
' - la inactivacién de la tripsina ﬁqr calentamien-
to al OQQ durante 30 minutos;
' ¢) se somete el medio resultante de la lisis en-
zimdtica de cada cepa a una centrifugacién para eliminar las

substancias sblicas de origen bacteriano; '

| d) se sométe a una absorcién de cada una de las -
fracciones antigénicas, contenidas en el medio liquido después
de la centrifugacién, sobre carbdn;

e) se somete cada medio resultante a una centrifu~
gacidén para recoger el carbén éobre el cﬁal se fija cada una
de las fracciones antigénicas; . *

f) se somete a una elucién cada una de las frac- °
ciones antigénicas absorbidas sobre el carbén por medio de -
una solucidn acuosa de NH5,

g . g) se evapora el amoniaco contenido en cada elua-

to, se concentra cada solucién acuosa restante y se iiofiliza,y
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h) se mezcla cada una de las nueve fracciones anti-
génicas asi obtenidas a razén de 3 partes en peso de cada
una de las fracciones antigénicas liofilizadas de Staphy-

lococcus aureus 634, Staphylocnccus aureus 636, Staphyls-

coecus aureus 659, Strcotacaccus 147, Streptncnccus pyngenes

155, Streptocnccus pyogenes 1178, Diplocnccus pneumoniae 209,

y Diplococcus pneumoniae 210, por una parte en peso de frac-

cién entigénica linfilizada de Neisseria catarrhalis 987.

7. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidn que se solicita

por: FROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN NUEVO FRODUCTO,

| UPIL EN TERAPEUTICA PARTICULARMENTE PARA EL TRATAMIENTO DE

LAS INFECCIONES DEL MEDIO OTO-RINO-LARINGOLOGICO.

Todo conforme queda descrito y.rei?indicado en
la presente memoria descriptiva que consta de treinta y
una péginas mecanografiadas.

Madrid, 5 de_septiembre de 1.975
BERNARD UNGRIA

a pp/////
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