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DESCRIPCION
Vacunas contra la tos ferina acelulares y procedimientos de preparacion de las mismas.
Campo de lainvencién
La presente invencion se refiere a vacunas contra la tos ferina acelulares, a sus componentes y a su preparacion.
Referencia a la solicitud relacionada

La presente solicitud es una continuacion en parte de la solicitud de patente US n° 08/501.743 en tramite presentada
el 12 de julio de 1995, que a su vez es una continuacién en parte de la solicitud de patente US n°® 08/433.646 en
tramite presentada el 4 de mayo de 1995.

Antecedentes de lainvencion

La tos ferina o coqueluche es una infeccion grave, del aparato respiratorio superior muy contagiosa producida por
Bordetella pertussis. La Organizacién Mundial de la salud estima que existen 60 millones de casos de tos ferina al
afo y 0,5 a 1 millon de muertes asociadas (ref. 1). En la presente memoria se hace referencia a varias referencias
entre paréntesis para describir completamente el estado de la técnica a la que corresponde la presente invencion.
Toda la informacion bibliografica de cada cita se encuentra al final de la memoria. En las poblaciones sin vacunar, se
ha observado una incidencia de tos ferina hasta del 80% en nifios menores de 5 afios (ref. 2). Aunque la tos ferina
se considera generalmente que es una enfermedad de la infancia, existen pruebas crecientes de enfermedad clinica
y asintomatica en adolescentes y adultos (refs. 3, 4 y 5).

La introduccién de vacunas con células completas compuestas de cantidades eficaces de organismos de B.
pertussis inactivados quimica y térmicamente en la década de 1940 fue responsable de una reduccion drastica en el
numero de casos de tos ferina producida por B. pertussis. Los indices de eficacia de las vacunas de células
completas se han estimado en hasta el 95% dependiendo de la definicion del caso (ref. 6). Aunque la infeccidon con
B. pertussis proporciona inmunidad de larga duracion, existen pruebas crecientes de disminucién de la proteccion
después de la inmunizacién con vacunas de células completas (ref. 3). Varios informes que citan una relacién entre
la vacunacion antitosferinica con células completas, la reactogenicidad y efectos secundarios graves condujeron a
una disminucién de la aceptacion de la vacuna y epidemias renovadas consgiuientes (ref. 7). Mas recientemente se
han desarrollado vacunas contra la tos ferina de componente definido.

Antigenos para vacunas contra la tos ferina definidas

Se han desarrollado varias vacunas contra la tos ferina acelulares e incluyen los antigenos de Bordetella pertussis.
La toxina de la tos ferina (PT), la hemoaglutinina filamentosa (HAF), la proteina de la membrana externa de 69 kDa
(pertactina) y los aglutinégenos fimbriales (véase la tabla 1 a continuacion. Las tablas aparecen al final de la
memoria).

Toxina de la tos ferina

La toxina de la tos ferina es una exotoxina que es un miembro de la familia A/B de las toxinas bacterianas con
actividad de ADP-ribosiltransferasa (ref. 8). El resto A de estas toxinas presenta la actividad de ADPI]
ribosiltransferasa y la fraccion B interviene en la union de la toxina a los receptores celulares del huésped y la
traslocacién de A a su punto de acciéon. El PT se facilita asimismo la adherencia de B. pertussis a las células
epiteliales ciliadas (ref. 9) y también desempefia una funcién en la invasion de macroéfagos por B. pertussis (ref. 10).

Todas las vacunas contra la tos ferina acelulares tienen incluido PT, lo que se ha propuesto como un factor de
virulencia principal y antigeno protector (refs. 11, 12). La infeccién natural con B. pertussis genera respuestas a PT
tanto humorales como mediadas por las células (refs. 13 a 17). Los lactantes tienen anticuerpos anti-PT obtenidos a
través de la placenta (refs. 16, 18) y los anticuerpos anti-PT que contiene el calostro humano resultaban eficaces en
la proteccion pasiva de ratones contra la infeccion por aerosol (ref. 19). Una respuesta inmunitaria mediada por
células (IMC) a subunidades PT se ha demostrado después de la inmunizaciéon con una vacuna acelular (ref. 20) y
una repuesta IMC al PT se generd después de la vacunacion con células completas (ref. 13). ElI PT inactivado
quimicamente en vacunas de células completas o de componente es protector en modelos animales y en seres
humanos (ref. 21). Ademas, los anticuerpos monoclonales especificos para la subunidad S1 protegen contra la
infeccidn por B. pertussis (refs. 22 y 23).

Los principales efectos patofisiolégicos del PT son debidos a su actividad de ADP-ribosiltransferasa. El PT cataliza la
transferencia de la ADP-ribosa del NAD a la proteina de unién del nucleétido guanina G+, destruyendo asi el sistema
celular regulador de la adenilato ciclasa (ref. 24). PT ademas evita la migracién de macréfagos vy linfocitos a zonas
de inflamacién e interfiere con la fagocitosis mediada por neutrdéfilos y la destruccion de bacterias (ref. 25). Se han
utilizado numerosos ensayos in vitro e in vivo para evaluar la actividad enzimatica de S1 y/o PT, incluyendo la
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ribosilacion con ADP de la transducina bovina (ref. 26), el ensayo de agrupamiento de células del ovario de hamster
chino (CHO) (ref. 27), la sensibilizacidon con histamina (ref. 28), la leucocitosis y la NAD glucohidrolasa. Cuando se
exponen al PT, las células CHO desarrollan una morfologia agrupada caracteristica. Este fendmeno depende de la
unién de PT y el posterior traslado y actividad de ADP-ribosiltransferasa de S1 y de este modo el ensayo de
agrupamiento de células CHO se utiliza extensamente para probar la integridad y toxicidad de las holotoxinas del
PT.

Hemoaglutinina filamentosa

La hemoaglutinina filamentosa es un polipéptido largo (220 kDa) inocuo que media en el acoplamiento de B.
pertussis a células ciliadas del aparato respiratorio superior durante la colonizaciéon bacteriana (refs. 9, 29). La
infeccion natural produce anticuerpos anti-HAF e inmunidad mediada por células (refs. 13, 15, 17, 30 y 31). Los
anticuerpos anti-HAF se encuentran en el calostro humano y se transmiten también a través de la placenta (refs. 17,
18 y 19). La vacunacion con vacunas contra la tos ferina con células completas o acelulares genera anticuerpos anti-
HAF y vacunas acelulares que contienen HAF también provocan una respuesta IMC a HAF (refs. 20, 32). HAF es un
antigeno protector en un modelo de prueba de provocacion respiratorio en ratéon después de la inmunizacion activa o
pasiva (refs. 33, 34). Sin embargo, HAF solo no protege en el ensayo de potencia de la prueba de provocacion
intracerebral en el raton (ref. 28).

Proteina de la membrana externa de 69 kDa (Pertactina)

La proteina de 69 kDa es una proteina de la membrana externa que fue identificada originalmente en B.
bronchiseptica (ref. 35). Se demostr6 que es un antigeno protector contra B. bronchiseptica y se identificd
posteriormente tanto en B. pertussis como en B. parapertussis. La proteina de 69 kDa se une directamente a células
eucariodticas (ref. 36) y la infeccion natural con B. pertussis provoca una respuesta humoral anti-P.69 (ref. 14) y P.69
provoca también una respuesta inmunitaria mediada por células (refs. 17, 37, 38). La vacunacién con vacunas de
células completas o acelulares produce anticuerpos anti-P.69 (refs. 32, 39) y las vacunas acelulares producen P.69
IMC (ref. 39). La pertactina protege contra la prueba de provocacion por aerosol con B. pertussis (ref. 40) y en
combinacion con HAF, protege en la prueba de provocacion intracerebral contra B. pertussis (ref. 41). La
transferencia pasiva de anticuerpos anti-P.69 policlonales o monoclonales también protege a los ratones contra la
prueba de provocacion por aerosol (referencia 42).

Aglutinégenos

Los serotipos de B. pertussis estan definidos por sus fimbrias aglutinantes. La OMS recomienda que las vacunas de
células completas incluyan aglutinégenos (Agg) de los tipos 1, 2 y 3 ya que no son protectores cruzados (ref. 43).
Agg 1 no es fimbrial y se encuentra en todas las cepas de B. pertussis mientras que Agg de los serotipos 2 y 3 son
fimbriales. La infeccién natural o la inmunizacién con vacunas de células completas o acelulares producen
anticuerpos anti-Agg (refs. 15, 32). Una respuesta inmunitaria especifica mediada por células puede generarse en
ratones por Agg 2 y Agg 3 después de la infeccion con aerosol (ref. 17). Agg 2 y 3 son protectoras en ratones frente
la prueba de provocacion respiratoria y el calostro humano que contiene anti-aglutindgenos protegera también en
este ensayo (refs. 19, 44, 45).

Vacunas acelulares

La primera vacuna acelular desarrollada fue la vacuna de dos componentes PT + HAF (JNIH 6) de Sato et al. (ref.
46). Esta vacuna se prepard por purificacion conjunta de PT y antigenos HAF procedentes del sobrenadante del
cultivo de la cepa Tohama de B. pertussis, seguido de formacién del toxoide en formalina. Las vacunas acelulares
de varios fabricantes y de varias composiciones se han utilizado con éxito desde 1981 para inmunizar nifios
japoneses contra la tos ferina dando como resultado una drastica disminucidon del nimero de casos de la
enfermedad (ref. 47). La vacuna JNIH 6 y una vacuna monocomponente del toxoide PT (JNIH 7) se probaron en una
prueba clinica prolongada en Suecia en 1986. Los resultados iniciales indicaron menor eficacia que la eficacia
publicada de una vacuna de células completas, pero los estudios siguientes han demostrado ser mas eficaces
contra la enfermedad mas leve diagnosticada por procedimientos serolégicos (refs. 48, 49, 50, 51). Sin embargo,
habia pruebas para la reversién a la toxicidad del PT inactivado con formalina en estas vacunas. Se observd
también que estas vacunas protegen contra la enfermedad con preferencia a la infeccion.

Actualmente se estan evaluando numerosas vacunas contra la tos ferina acelulares nuevas las cuales incluyen
combinaciones de PT, HAF, P.69 y/o aglutindgenos y éstas se listan en la tabla 1. Se han utilizado varias técnicas
de desintoxicacion quimica para PT incluyendo la inactivacién con formalina (ref. 46), glutaraldehido (ref. 52),
perdxido de hidrogeno (ref. 53) y tetranitrometano (ref. 54).

Por lo tanto, las vacunas contra la tos ferina acelulares disponibles en el comercio actuales pueden no contener
formulaciones apropiadas de antigenos apropiados en formas inmundgenas apropiadas para conseguir un nivel
deseado de eficacia en una poblaciéon humana sensible a la tos ferina.
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La ref. 67 describe una nueva vacuna antitosferinica acelular (AP) de cinco componentes que contiene 10 ug de
toxoide de la tos ferina, 5 ug de hemoaglutinina filamentosa, 5 ug de aglutinégenos 2 y 3 combinados y 3 ug de
pertactina que fue evaluada en adultos y nifios para seguridad pero no eficacia.

Seria deseable proporcionar vacunas contra la tos ferina acelulares eficaces que contengan cantidades relativas
seleccionadas de antigenos seleccionados y procedimientos de produccién de las mismas.

La presente invencién proporciona la utilizacion de la forma purificada de toxoide de la tos ferina, hemoaglutinina
filamentosa, pertactina y aglutinégenos fimbriales de B. pertussis en la elaboracion de una preparacion de vacuna de
combinacién contra la enfermedad causada por B. pertussis para la administracién a una poblacion humana en
situacion de riesgo de enfermedad causada por B. pertussis para proporcionar protecciéon para la enfermedad
causada por B. pertussis en la que cada dosis humana individual de preparaciéon de la vacuna contiene los
siguientes antigenos de tos ferina, a saber de 5 a 30 ug de nitrégeno de dicho toxoide de la tos ferina, 5 a 30 pg de
nitrégeno de dicha hemoaglutinina filamentosa, de 3 a 15 ug de nitrégeno de pertactina y de 1 a 10 ug de nitrégeno
de aglutinégenos 2 (Agg2) y 3 (Agg3) fimbrial y en la que la relacion en peso de Agg2 a Agg3 es de 1,5:1 a2:1yen
el que dicha preparacién de la vacuna proporciona dicha proteccién a la enfermedad causada por B. pertussis en al
menos el 70% de los miembros de una poblacion en situacion de riesgo determinable por una prueba de eficacia
clinica y en la que dicha vacuna esta sustancialmente exenta de aglutinogeno fimbrial 1.

La preparacion inmunégena puede comprender por lo menos otro antigeno de Bordetella. Por lo menos otro
antigeno de Bordetella puede ser hemoaglutinina filamentosa, la adenilato ciclasa de la proteina de la membrana
externa de 69 kDa. La oligolipopolisacarido de Bordetella, las proteinas de la membrana externa y la toxina de la tos
ferina o un toxoide de la misma, incluyendo los analogos genéticamente desintoxicados de la misma.

La preparacion de la vacuna anterior puede comprender por lo menos otro inmunégeno de no Bordetella. Dicho otro
inmunogeno no Bordetella puede ser el toxoide diftérico, el toxoide tetatnico, polisacaridos capsulares de
Haemophilus, la proteina de la membrana externa de Haemophilus, el antigeno de la superficie de la hepatitis B,
poliomelitis, paperas, sarampién y/o rubéola.

Las preparaciones de la vacuna pueden comprender ademas un adyuvante y dicho adyuvante puede ser fosfato de
aluminio, hidréxido de aluminio, Quil A, QS21, fosfato calcico, fosfato célcico, hidréxido de zinc, un analogo de
glucolipido, un éster octodecilico de un aminoacido o una lipoproteina.

Se describe una vacuna que puede comprender el toxoide de la tos ferina, hemoaglutinina filamentosa, la proteina
de 69 kDa y aglutinégenos filamentosos de Bordetella en una relacion en peso de aproximadamente 10:5:5:3
proporcionada por aproximadamente 10 ug de toxoide de la tos ferina, aproximadamente 5 ug de hemoaglutinina
filamentosa, aproximadamente 5 ug de proteina de 69 kDa y aproximadamente 3 pg de aglutindégenos fimbriales en
una sola dosis humana. Se describe una vacuna que puede comprender toxoide de la tos ferina, hemoaglutinina
filamentosa, proteina de 69 kDa y aglutinégenos fimbriales en una relacién en peso de aproximadamente 20:20:5:3
proporcionada por aproximadamente 20 ug de toxoide de la tos ferina, aproximadamente 20 ug de hemoaglutinina
filamentosa, aproximadamente 5 ug de proteina de 69 kDa y aproximadamente 3 ug de aglutindégenos fimbriales en
una sola dosis humana. Se describe una vacuna que puede comprender toxoide de la tos ferina, hemoaglutinina
filamentosa, proteina de 69 kDa y aglutindgenos fimbriales en una relacion en peso de aproximadamente 20:10:10:6
proporcionada por aproximadamente 20 ug de toxoide de la tos ferina, aproximadamente 10 ug de hemoaglutinina
filamentosa, aproximadamente 10 pg de proteina de 69 kDa y aproximadamente 6 pg de aglutinégenos fimbriales en
una sola dosis humana.

La extension de la proteccion a la poblacién humana en situacion de riesgo proporcionada por la preparacion de la
vacuna de la invencion puede ser por lo menos de aproximadamente 80%, preferentemente alrededor del 85%, para
un caso de tos espasmaddica de duracion por lo menos de 21 dias e infeccion bacteriana confirmada por cultivo. La
extensién de la proteccion a la poblacion humana en situacién de riesgo puede ser por lo menos de
aproximadamente 70% para el caso de tos ferina leve con una tos de por lo menos un dia de duracion.

El componente de aglutinégenos de la preparacion de vacuna comprendera aglutinégeno 2 fimbrial (Agg 2) y
aglutinégeno 3 fimbrial (Agg 3) con preferencia sustancialmente exento de aglutinégeno 1. La relacién en peso de
Agg 2 a Agg3 puede ser de aproximadamente 1,5:1 a aproximadamente 2:1.

La preparacién de la vacuna en la presente memoria puede combinarse con el toxoide tetanico y el toxoide diftérico
para proporcionar una vacuna de DTP. En una forma de realizacion, la vacuna contiene aproximadamente 15 Lfs de
toxoide diftérico y aproximadamente 5 Lfs del toxoide tetanico.

Ademas, la preparacién de vacuna puede comprender también un adyuvante, particularmente alumbre.
Pueden utilizarse en la preparacién de una sola dosis humana de la preparacion de la vacuna desde

aproximadamente 30 pg de nitrégeno de pertactina y aproximadamente 1 a aproximadamente 10 ug de nitrogeno de
los aglutinégenos fimbriales. En particular, la preparacion de vacuna tal como se proporciona en la presente
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memoria ha sido seleccionada por el National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) del Gobierno de
Estados Unidos para la evaluacion en una prueba clinica doble a ciegas de eficacia humana, demostrando de este
modo una base suficiente para los especialmente expertos en la materia de que las composiciones seran eficaces
en algun grado en la prevencion de la enfermedad indicada (tos ferina). El asunto de esta prueba, (que es una
vacuna como la proporcionada en la presente memoria) ha cumplido con la responsabilidad de ser razonablemente
predictiva de utilidad.

La presente invencion se describira a continuacion Unicamente a titulo de ejemplo, haciendo referencia al dibujo
adjunto en el que:

La figura 1 es un diagrama esquematico de flujo de un procedimiento para el aislamiento de una preparacién de
aglutindgeno de una cepa de Bordetella.

Haciendo referencia a la figura 1, se ilustra un diagrama de flujo de un procedimiento para preparar una preparacion
de aglutinégeno procedente de una cepa de Bordetella. Como se aprecia en la figura 1, una pasta de células de
Bordetella que contiene los aglutindgenos, tal como la pasta de células de B. pertussis, se extrae, por ejemplo, con
tampon que contiene urea, tal como fosfato potasico 10 mM, NaCl 150 mM y urea 4 M, para extraer selectivamente
los aglutinogenos de la pasta celular para producir un primer sobrenadante (sp1) que contiene aglutinégenos y un
primer precipitado residual (ppt1). El primer sobrenadante (sp1) se separa del primer precipitado residual (ppt1) tal
como por centrifugacion. El precipitado residual (ppt1) se descarta. El sobrenadante clarificado (sp1) puede
concentrarse a continuacion y filtrarse a través de membranas frente a, por ejemplo, fosfato potasico 10 mM/NaCl
150 mM/Triton X-100 al 0,1% utilizando, por ejemplo, un filtro de membrana NMWL de 100 a 300 kDa.

El primer sobrenadante se incuba a continuacion a una temperatura y durante un tiempo para producir un
sobrenadante clarificado (sp2) que contiene aglutindgenos y un segundo precipitado de descarte (ppt2) que contiene
contaminantes desprovistos de aglutindgeno. Las temperaturas apropiadas incluyen aproximadamente 50°C a
aproximadamente 100°C, incluyendo de aproximadamente 75°C a aproximadamente 85°C y los tiempos de
incubacién apropiados incluyen de aproximadamente 1 a aproximadamente 60 minutos. El sobrenadante clarificado
se concentra a continuacion, por ejemplo, mediante la adicion de polietilenglicol de peso molecular de
aproximadamente 8000 (PEG 8000) hasta una concentracion final de aproximadamente 4,5 + 0,2% y agitando
suavemente durante un minimo de aproximadamente 30 minutos para producir un tercer precipitado (ppt3) que
puede recogerse por centrifugacion. El sobrenadante restante sp3 se descarta.

Este tercer precipitado (ppt3) se extrae, por ejemplo, con un tampén que comprende fosfato potasico 10 mM/NaCl
150 mM para proporcionar la solucién que contiene aglutinégeno fimbrial en bruto. Puede afadirse fosfato potasico 1
M a la solucion fimbrial en bruto para hacerla aproximadamente 100 mM con respecto al fosfato potasico.
Alternativamente, el sobrenadante clarificado de los aglutindgenos fimbriales tratados térmicamente puede
purificarse sin precipitacion por cromatografia con filtracion en gel utilizando un gel tal como Sepharose CL6B. Los
aglutindgenos fimbriales en la solucién en bruto se purifican a continuacién por cromatografia en columna, tal como,
pasandolos a través de una columna de silice PEI, para producir la preparacion del aglutinégeno finmbrial en el
ensayo rapido.

Este aglutindgeno fimbrial que contiene el ensayo rapido puede estar mas concentrado y filtrado a través de
membranas frente, por ejemplo, a un tampdn que contiene fosfato potasico 10 mM/NaCl 150 mM utilizando una
membrana NMWL de 100 a 300 kDa. La preparacion de aglutinégeno puede esterilizarse por filtracion a través de un
filtro de membrana < 0,22 yM, para proporcionar la preparacion de aglutinogeno fimbrial purificado final que contiene
aglutinégeno 2 y 3 fimbrial.

Una preparacion de aglutinégeno de una cepa de Bordetella puede contener aglutindgeno 2 fimbrial (Agg 2) y
aglutinogeno 3 fimbrial (Agg 3) sustancialmente exentos de aglutinégeno 1. La relacién en peso de Agg 2 a Agg 3
puede ser de aproximadamente 1,5:1 a aproximadamente 2:1. Dichas preparaciones de aglutinogeno fimbrial
pueden producirse por el procedimiento proporcionado en la presente memoria y descrito con detalle anteriormente.
La preparacion de la vacuna contiene toxina de tos ferina o un toxoide de la misma, incluyendo analogos
genéticamente desintoxicados de PT como se describe, por ejemplo, en la ref. 68.

La preparacién de la vacuna puede incluir ademas, inmundgenos de no Bordetella incluyendo el toxoide diftérico, el
toxoide tetanico, polisacaridos capsulares de Haemophilus, proteina de la membrana externa de Haemophilus,
antigeno de superficie de la hepatitis B, poliomelitis, paperas, sarampion y rubéola.

Cada uno de los antigenos de Bordetella es absorbido individualmente por el adyuvante (por ejemplo alumbre) para
proporcionar produccién conveniente y rapida de preparaciones de la vacuna que contienen cantidades relativas
seleccionadas de antigenos para proporcionar proteccion en una extensién de por lo menos aproximadamente 70%
de los miembros de una poblacién en riesgo, preferentemente de por lo menos aproximadamente el 80% de dicha
poblacion.
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En formas de realizacién especificas, las preparaciones de la vacuna presentan las caracteristicas siguientes (ug de
proteinas utilizadas en la presente memoria se basan en los resultados del anadlisis de Kjedahl realizados en
concentrados purificados y se expresan en ug de nitrogeno de proteina) y todos pueden ser administrados por
inyeccion intramuscular:

(a) CP1osis3 DT

Una formulacion del componente de la vacuna contra la tos ferina combinada con toxoides diftéricos y tetanicos se
denomind CPqgs53DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CPioss3DT se formuld para que contenga
aproximadamente:

10 ug  Toxoide de la tos ferina (PT)

5 g Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

5 ug Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)

3 g Proteina de la membrana externa de 69 kDa
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6%  2-fenoxietanol, como conservante

(b) CP20/20i53 DT

Otra formulacién del componente de la vacuna contra la tos ferina combinada con toxoides diftéricos y tetanicos se
denomind CPazop053DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CPaopos3DT se formuld para que contenga
aproximadamente:

20 ug Toxoide de la tos ferina (PT)

20 ug  Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

5 g Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)

3 yg Proteina de la membrana externa de 69 kDa
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6%  2-fenoxietanol, como conservante

c) CP1gss5 DT

Una formulaciéon del componente de la vacuna contra la tos ferina combinada con toxoides diftéricos y tetanicos se
denominé CP1¢55DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CP1¢;55DT se formulé para que contenga aproximadamente:

10 ug Toxoide de la tos ferina (PT)

5ug Hemoaglutinina filamentosa (HAF)
5ug Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)
15 Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6% 2-fenoxietanol, como conservante

(d) CP2oro10i6 DT

Otra formulacién del componente de la vacuna contra la tos ferina combinada con toxoides diftéricos y tetanicos se
denomind CP2o/10106DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CPa10106DT se formuld para que contenga
aproximadamente:

20 ug Toxoide de la tos ferina (PT)

10 yg  Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

10 ug  Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)

6 ug Proteina de la membrana externa de 69 kDa (69 kDa)
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5mg Fosfato de aluminio

0,6%  2-fenoxietanol, como conservante

Los demas inmundgenos de Bordetella, toxina de tos ferina (incluyendo sus analogos desintoxicados genéticamente,
tal como se describe, por ejemplo, en Klein et al., patente US n°® 5.085.862 asignada al cesionario de la misma, HAF
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y la proteina de 69 kDa pueden producirse por varios procedimientos tales como los descritos a continuacion:
Purificacién de PT

El PT puede aislarse del sobrenadante del cultivo de una cepa de B. pertussis utilizando procedimientos
convencionales. Por ejemplo, puede utilizarse el procedimiento de Sekura et al. (ref. 55). El PT se aisla absorbiendo
en primer lugar el sobrenadante del cultivo en una columna que contiene la matriz del gel con colorante-ligando, Affi-
Gel Blue (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). El PT se eluye de esta columna mediante alto contenido en sal, tal
como cloruro de magnesio 0,75 M y, después de eliminar la sal, se pasa a través de una columna de la matriz de
afinidad fetuina-Sepharose compuesta por fetuina unida a Sepharose activada con bromuro de cianégeno. El PT se
eluye de la columna con fetuina utilizando la sal de magnesio 4 M.

Alternativamente, puede utilizarse el procedimiento de Irons et al. (ref. 56). El sobrenadante del cultivo se absorbe
en una columna Sepharose 4B activada con CNBr a la que se une por enlace covalente haptoglobina en primer
lugar. EI PT se une al absorbente a pH 6,5 y se eluye de la columna utilizando tampén Tris 0,1 M/NaCl 0,5 M
mediante un cambio paso a paso a pH 10.

Alternativamente, puede utilizarse el procedimiento descrito en la patente US n°® 4.705.686 concedida a Scott et al. el
10 de noviembre de 1987. En este procedimiento los sobrenadantes del cultivo o los extractos celulares de B.
pertussis se pasan a través de una columna de una resina de intercambio aniénico de suficiente capacidad para
absorber la endotoxina pero permiten que los antigenos de Bordetella fluyan a través o sino se separen de la
endotoxina.

Alternativamente, puede purificarse PT utilizando cromatografia con perlita, tal como se describe en la patente EP
336736, asignada al cesionario de la misma.

Desintoxicacion del PT

El PT se desintoxica para eliminar las actividades no deseadas que podrian producir reacciones secundarias de la
vacuna final. Puede utilizarse cualquiera de una variedad de procedimientos convencionales de desintoxicaciéon
quimica, tal como el tratamiento con formaldehido, perdxido de hidrégeno, tetranitro-metano o glutaraldehido.

Por ejemplo, puede desintoxicarse PT con glutaraldehido utilizando una modificacion del procedimiento descrito por
Mufioz et al. (ref. 57). En este procedimiento de desintoxicacion PT purificado se incuba en una solucion que
contiene solucion salina tamponada con fosfato 0,01 M. La solucion se prepara al 0,05% con glutaraldehido y la
mezcla se incuba a temperatura ambiente durante dos horas, y a continuacién se prepara 0,02 M con L-lisina. La
mezcla se incuba mas durante dos horas a temperatura ambiente y a continuacién se dializa durante dos dias frente
a PBS 0,01 M. En una forma de realizacién especifica, puede utilizarse el procedimiento de desintoxicaciéon de la
patente EP 336736. En resumen el PT puede desintoxicarse con glutaraldehido de la forma siguiente:

El PT purificado en fosfato potasico 75 mM a pH 8,0 que contiene cloruro sédico 0,22 M se diluye con un volumen
igual de glicerol a concentraciones de proteina de aproximadamente 50 a 400 pg/ml. La solucién se calienta a 37°C
y se desintoxica por adicion de glutaraldehido a una concentracion final de 0,5% (p/v). La mezcla se mantiene a
37°C durante 4 h y a continuacién se afiade acido aspartico (1,5 M) a una concentracion final de 0,25 M. Se incuba
la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hora y a continuacién se filtra a través de membranas con 10
volumenes de fosfato potasico 10 mM a pH 8,0 que contiene cloruro sédico 0,15 M y glicerol al 5% para reducir el
glicerol y eliminar el glutaraldehido. El toxoide PT se filtra estéril a través de una membrana de 0,2 pM.

Si se utilizan técnicas recombinantes para preparar la molécula mutante PT que no muestra ninguna o poca
toxicidad, para su utilizacion como molécula toxoidada, la desintoxicacion quimica no es necesaria.

Purificacién de HAF

HAF puede purificarse en el sobrenadante del cultivo esencialmente tal como describe Cowell et al. (ref. 58). Los
activadores de crecimiento, tal como las beta-ciclodextrinas metiladas, pueden utilizarse para aumentar el
rendimiento de HAF en los sobrenadantes del cultivo. El sobrenadante del cultivo se aplica a una columna con
hidroxiapatita. HAF se absorbe en la columna, pero PT no. La columna se lava intensamente con Triton X-100 para
eliminar la endotoxina. HAF se eluye a continuacion utilizando NaCl 0,5 M en fosfato sédico 0,1 My, si es necesario,
se pasa a través de una columna Sepharose con fetuina para eliminar el PT residual. La purificacion adicional puede
implicar el paso a través de una columna Sepharose CL-6B.

Alternativamente, HAF puede purificarse utilizando anticuerpos monoclonales contra el antigeno, cuando los
anticuerpos se fijan a una columna de afinidad activada por CNBr (ref. 59).

Alternativamente, HAF puede purificarse utilizando cromatografia con perlita tal como se describe en la patente
EP 336736 mencionada anteriormente.
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Purificacién de la proteina de la membrana externa de 69 kDa (pertactina)

La proteina de la membrana externa de 69 kDa (69K o pertactina) puede recuperarse de las células bacterianas en
primer lugar inactivando las células con un agente bacteriostatico tal como timerosal, tal como se describe en la
patente EP 484621 publicada e incorporada en la presente como referencia a la misma. Las células inactivadas se
ponen en suspension en un medio acuoso, tal como PBS (pH 7 a 8) y se somete a extraccion repetida a temperatura
elevada (45 a 60°C) con posterior enfriamiento a la temperatura ambiente o0 4°C. Las extracciones liberan la proteina
69 K de las células. El material que contiene la proteina 69 K se recoge por precipitacion y se pasa a través de una
columna Affi-gel Blue. La proteina 69 K se eluye con una concentracion alta de sal, tal como cloruro de magnesio 0,5
M. Después de la didlisis se pasa a través de un soporte de cromatoenfoque.

Alternativamente, la proteina de 69 kDa puede purificarse en el sobrenadante de un cultivo de B. pertussis tal como
se describe en la solicitud de PCT WO 91/15505, en nombre del cesionario de la misma.

Otros procedimientos de purificacion apropiados de la proteina de la membrana externa de 69 kDa de B. pertussis
se describen en la patente US n°® 5.276.142, concedida a Gotto et al., el 4 de enero de 1984 y en la patente
US n°5.101.014, concedida a Burns el 31 de marzo de 1992.

Se realizaron numerosas pruebas clinicas en personas tal como se describe en la presente memoria para demostrar
la seguridad, la no reactogenicidad y la utilidad de las vacunas de componentes para la proteccién contra la tos
ferina. En particular, se obtuvieron las respuestas inmunitarias a cada uno de los antigenos contenidos en las
vacunas (como se muestra, por ejemplo, en la tabla 3 a continuacioén). Se analizé una vacuna CP4¢553DT contra la
tos ferina acelular especifica en una prueba clinica doble al azar, larga, controlada con placebo, multicentro, en una
poblaciéon humana en situacion de riesgo para estimar la eficacia de la vacuna contra la tosferinica tipica.

La definicion del caso para la enfermedad de tosferinica tipica fue:

Veintiin dias o mas de tos espasmddica, y bien B. pertussis confirmada por cultivo, o pruebas serolégicas de
infeccion especifica de Bordetella indicadas por un aumento de anticuerpo de IgG o IgA al 100% en ELISA frente a
HAF o PT en sueros emparejados, o si se carece de datos seroldgicos, el nifio del estudio ha estado en contacto con
un caso de B. pertussis confirmado por el cultivo en casa con comienzo de tos 28 dias antes o después del
comienzo de la tos en el nifio del estudio.

Los resultados de este estudio demostraron que CP1os553DT es aproximadamente 85% de eficaz en la prevencion
de la tos ferina tal como se define en la definicion del caso para la enfermedad de tos ferina tipica descrita
anteriormente. En el mismo estudio, una vacuna acelular antitosferinica de dos componentes que contiene
solamente PT y HAF fue aproximadamente 58% eficaz y una vacuna contra la tos ferina de células completas fue
aproximadamente 48% eficaz (véase la tabla 4 a continuacion). Ademas, la vacuna de CP1qs53DT previno la tos
ferina leve definida como una tos de por lo menos un dia de duracion a una eficacia de aproximadamente 77%. En
particular, el perfil de la respuesta inmunitaria obtenido fue sustancialmente el mismo que el obtenido después de la
inmunizacién con vacunas contra la tos ferina de células completas de las que se informa que son muy eficaces
contra la tos ferina.

Preparacion y utilizacién de la vacuna

Por lo tanto, las composiciones inmunégenas adecuadas para ser utilizadas como vacunas, pueden prepararse a
partir de los inmundgenos de Bordetella tal como se da a conocer en la presente memoria. La vacuna provoca una
respuesta inmunitaria en un paciente que produce anticuerpos que pueden ser opsonizantes o bactericidas. El
paciente a ser sometido a la prueba de provocacion deberia vacunarse con B. pertussis, dichos anticuerpos se unen
a las bacterias y las inactivan. Ademas, los anticuerpos opsonizantes o bactericidas pueden proporcionar también
proteccién por mecanismos alternativos.

Las composiciones inmundgenas que incluyen vacunas pueden prepararse como inyectables, como soluciones
liguidas o emulsiones. Los inmunégenos de Bordetella pueden mezclarse con excipientes farmacéuticamente
aceptables que son compatibles con los inmunégenos. Dichos excipientes pueden incluir agua, solucién salina,
dextrosa, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos. Las composiciones inmundgenas y las vacunas pueden
contener ademas sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes de
pH o adyuvantes para aumentar la eficacia de las mismas. Las composiciones inmundgenas y las vacunas pueden
administrarse por via parenteral, por inyeccidén subcutanea o intramuscular. Las preparaciones inmundgenas y las
vacunas se administran de manera compatible con la formulacién de la dosis, y en dicha cantidad seran
terapéuticamente eficaces, inmundgenas y protectoras. La cantidad que debe administrarse depende del paciente
que va a tratarse, incluyendo, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar
anticuerpos, Yy, si es necesario, para producir una respuesta inmunitaria mediada por células. Las cantidades exactas
de ingrediente activo requeridas que deben administrarse dependen del criterio del médico de familia. Sin embargo,
los intervalos de dosis adecuadas son determinados facilmente por un experto en la materia y pueden ser del orden
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de microgramos de los inmundgenos. Los regimenes adecuados para la administracion inicial y las dosis de refuerzo
son también variables, pero pueden incluir una administracién inicial seguida de administraciones sucesivas. La
dosis puede depender también de la via de administracién y variara segun el tamafo del hospedador.

La concentracién de los inmundgenos en una composicion inmunégena segun la invencion estd comprendida en
general entre aproximadamente 1 al 95%. Una vacuna que contiene material antigénico de solamente un patégeno
es una vacuna monovalente. Las vacunas que contienen material antigénico de varios patégenos son las vacunas
combinadas y también pertenecen a la presente invencion. Dichas vacunas combinadas contienen, por ejemplo,
material procedente de varios patdégenos o de varias cepas del mismo patégeno, o procedente de combinaciones de
varios patdgenos.

La inmunogenicidad puede mejorarse significativamente si los antigenos se administran junto con adyuvantes,
normalmente utilizados como solucién del 0,005 al 0,5 por ciento en solucién salina tamponada con fosfato. Los
adyuvantes aumentan la inmunogenicidad de un antigeno pero ellos mismos no son necesariamente inmunégenos.
Los adyuvantes pueden actuar reteniendo el antigeno localmente cerca del sitio de administracion para producir un
efecto prolongado que facilita una liberacion lenta, mantenida del antigeno a las células del sistema inmunitario. Los
adyuvantes pueden atraer también células del sistema inmunitario a un antigeno retardante y estimular dichas
células para provocar respuestas inmunitarias.

Los agentes inmunoestimuladores o adyuvantes se han utilizado durante muchos afios para mejorar las respuestas
inmunitarias del hospedador, por ejemplo, a las vacunas. Los adyuvantes intrinsecos, tales como lipopolisacaridos,
normalmente son los componentes de las bacterias destruidas o atenuadas utilizadas como vacunas. Los
adyuvantes extrinsecos son inmunomoduladores que por lo general no estan unidos por enlace covalente a los
antigenos y se formulan para aumentar las respuestas inmunitarias del hospedador. Por lo tanto, se han identificado
adyuvantes que aumentan la respuesta inmunitaria a antigenos administrados via parenteral. Algunos de estos
adyuvantes son toxicos, sin embargo, y pueden producir efectos secundarios indeseables, haciéndolos inadecuados
para su utilizacion en seres humanos y muchos animales. De hecho, solamente el hidréxido de aluminio y el fosfato
de aluminio (denominado en conjunto normalmente alumbre) se utilizan de forma rutinaria como adyuvantes en
vacunas humanas y veterinarias. La eficacia de la alumbre para aumentar las respuestas del anticuerpo a los
toxoides diftérico y tetanico esta bien demostrada y, mas recientemente, una vacuna HBsAg se ha mejorado con
alumbre. Aunque la utilidad del alumbre estda muy demostrada para algunas aplicaciones tiene limitaciones. Por
ejemplo, el alumbre es ineficaz para la vacunacion contra la gripe e inconstantemente provoca una respuesta
inmunitaria mediada por células. Los anticuerpos producidos por antigenos mejorados con alumbre son
principalmente del isotipo IgG1 en el ratén, lo que puede no ser 6ptimo para la protecciéon por algunos agentes de
vacuna.

Una amplia gama de adyuvantes extrinsecos puede provocar potentes respuestas inmunitarias a los antigenos.
Estas incluyen saponinas acomplejadas para antigenos de proteinas de la membrana (complejos
inmunoestimulantes), polimeros plurénicos con aceite mineral, micobacterias destruidas en aceite mineral,
adyuvante completo de Freund, productos bacterianos, tales como dipéptido de muramilo (DPM) y lipopolisacaridos
(LPS), asi como lipido A y liposomas.

Para provocar de manera eficaz respuestas inmunitarias humorales (RIH) e inmunidad mediada por células (IMC)
los inmundégenos se emulsionan con frecuencia en adyuvantes. Muchos adyuvantes son téxicos, produciendo
granulomas, inflamaciones agudas y crénicas (adyuvante completo de Freund, ACF), citdlisis (saponinas y polimeros
plurénicos) y pirogenicidad, artritis y uveitis anterior (LPS y MDP). Aunque FCA es un excelente adyuvante y se
utiliza ampliamente en investigacion, no esta permitida su utilizacién en vacunas humanas o veterinarias debido a su
toxicidad.

Las caracteristicas deseables de los adyuvantes ideales incluyen:

) falta de toxicidad;
) capacidad para estimular una respuesta inmunitaria de larga duracion;
(3) sencillez de preparacion y estabilidad en el almacenamiento de larga duracién;
) capacidad para producir tanto ICM como RIH contra antigenos administrados por varias vias;
(5) sinergia con otros adyuvantes;
(6) capacidad de interactuar selectivamente con poblaciones de células presentadoras del antigeno (CPA):
(7) capacidad para provocar especificamente respuestas inmunitarias apropiadas especificas de células de Tu1
oTu2;y
(8) capacidad para aumentar selectivamente los niveles del isotipo del anticuerpo apropiado (por ejemplo, IgA)
contra antigenos.

La patente US n° 4.855.283 concedida a Lockhoff et al., el 8 de agosto de 1989 da a conocer analogos de
glucolipido que incluyen N-glucosilamidas, N-glucosilureas y N-glucosilcarbamatos, cada uno de los cuales esta
sustituido en el resto del azdcar por un aminoacido, como inmunmoduladores o adyuvantes. Por lo tanto, Lockhoff et
al. (patente US n° 4.855.283 y ref. 60) publicaron que los analogos de N-glucolipido que presentan similitudes
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estructurales con los glucolipidos naturales, tales como los glucoesfingolipidos y glucoglicerolipidos, son capaces de
provocar potentes respuestas inmunitarias tanto en la vacuna del virus del herpes simple como la vacuna del virus
de la pseudorrabia. Algunos glucolipidos se han sintetizado a partir de alquilaminas de cadena larga y acidos grasos
que estan unidos directamente con los azUcares por el atomo de carbono anomérico, para imitar las funciones de los
restos de lipido naturales.

La patente US n° 4.258.029 concedida a Moloney, asignada al cesionario de la misma, da a conocer que el
hidrocloruro de octadecil tirosina (OTH) funciona como adyuvante cuando se acompleja con el toxoide tetanico y la
vacuna del virus de la poliomielitis tipo I, Il y lll de formalina. Ademas, Nixon-George et al. (ref. 61), describieron que
los ésteres de octadecilo de los aminoacidos aromaticos acomplejados con un antigeno de superficie de la hepatitis
B recombinante, aumento las respuestas inmunitarias del hospedador contra el virus de la hepatitis B.

Ejemplos

La descripcién anterior describe generalmente la presente invencion. Una comprensién mas completa puede
obtenerse haciendo referencia a los ejemplos especificos siguientes. Estos ejemplos se describen solamente a titulo
de ilustracion y no estan orientadas a limitar el alcance de la invencién. Los cambios en la forma y sustitucién de los
equivalentes se contemplan como circunstancias pueden sugerir o resultar conveniente. Aunque en la presente
memoria se han utilizado expresiones especificas, dichas expresiones se proporcionan a titulo descriptivo y no
limitativo.

Los procedimientos de la bioquimica de proteinas, la fermentaciéon y la inmunologia utilizados pero no descritos
explicitamente en esta exposiciéon y estos ejemplos, estan ampliamente publicados en la bibliografia cientifica y
estan comprendidos dentro de la capacidad de los expertos en la materia.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe la multiplicacion de Bordetella pertussis.

Semiilla patrén:

Cultivos de semilla patrén de una cepa de Bordetella pertussis se mantuvieron como lotes de semilla liofilizados,
entre 2°C y 8°C.

Semiilla de trabajo

El cultivo liofilizado se recuperé en medio Hornibrook y se utilizd para sembrar placas Bordet-Gengou agar-agar
(BGA). ElI medio Hornibrook tiene la composicién siguiente:

Componente Para 1 litro
Hidrolizado de caseina (tratado con carbén activo) 10,09

Acido nicotinico 0,001 g
Cloruro calcico 0,002 g
Cloruro sodico 50¢9

Cloruro de magnesio hexahidratado 0,025¢g
Cloruro potasico 0,200 g
Fosfato de potasio dibasico 0,250 g
Almidoén 1,09

Agua destilada hasta 1,0 litro

El pH se ajusta entre 6,9 + 0,1 con solucién al 1% de carbonato sddico. EI medio se distribuye en tubos y se
esteriliza por vaporizado en el autoclave durante 20 minutos y esterilizacién en el autoclave durante 20 minutos entre
121°C y 124°C. La semilla se subcultivd dos veces, en primer lugar en placas BGA y a continuacién en agar-agar
con componente de tos ferina (CPA). El agar-agar con componente de tos ferina (CPA) tiene la siguiente
composicion:

NaCl 2,59/
KH2PO4 0,59/l

KCI 0,2 g/l
MgCl2(H20)e 0,14l

Tris base 1,54/
Casaminoacidos 10,0 g/l
NaHglutamato 10,0 g/l

HCI conc. hasta pH 7,2
Agar-agar 15,0 g/l
Factores de crecimiento (CPGF) 10,0 ml/l

10
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Factores de crecimiento con componente de tos ferina (CPGF) - 100 x tienen la siguiente composicion:

L-cisteina HCI 4,0 g/l
Niacina 0,4 g/l
Acido ascorbico 40,0 g/l
Glutation, reducido 15,0 g/l
Fe2S04-(H20)7 1,0 g/l
Dimetil-p -ciclodextrina 100 g/l
CaCly'(H20)2 2,049/

El cultivo final se puso en suspension en tampdn de suspension de semilla de tos ferina (CPSB), se distribuy6 en
alicuotas de 2 a 4 ml y se almacend congelado entre -60°C y -85°C. El tampo6n de suspension de la semilla de tos
ferina (PSSB) tiene la composicién siguiente:

Casaminoacidos 10,0 g/l

Tris base 1,54/
Glicerol anhidro 100 mi/l

HCI conc. hasta pH 7,2

Estas suspensiones en glicerol proporcionaron el material de partida para la preparacion de la semilla de operacion.
Procedimiento de cultivo

La propagacion de la semilla de trabajo se realizé en botellas Roux de agar-agar con componente de tos ferina
durante 4 a 7 dias entre 34°C y 38°C. Después de este cultivo, se lavaron las células con caldo de cultivo de
componente de tos ferina (CPB). Se observé en las muestras mediante tincion de Gram, la pureza y opacidad del
cultivo.

Las células se transfirieron a matraces conicos de 4 litros que contenian CPB y se incubaron entre 34°C y 38°C
durante 20 a 26 horas con agitacion. Se observaron las muestras mediante tincion de Gram y se comprob6 la pureza
del cultivo. Los matraces se mezclaron y se utilizé la suspensiéon para sembrar dos fermentadores que contenian
CPB (volumen de partida de 10 litros a D.O.s00 0,1-0,4). La semilla se cultivd hasta D.O.gq final de 5,0 a 10,0. En las
muestras se analizd por tincién de Gram, la pureza del cultivo, por ELISA especificos para el antigeno y la
esterilidad.

Ejemplo 2
Este ejemplo describe la purificacién de antigenos a partir del cultivo de células de Bordetella pertussis.
Produccién de caldo de cultivo y concentrados celulares

La suspension bacteriana se cultivé en dos fermentadores de produccion, entre 34°C y 37°C durante 35 a 50 horas.
Se tomaron muestras en los fermentadores para pruebas de esterilidad del medio. La suspensién se alimenté a una
centrifugadora de pila de discos de flujo continuo (12.000 x g) para separar las células del caldo de cultivo. Se
recogieron las células para esperar la extraccion del componente de fimbrias. El licor clarificado se pasé a través de
un filtro de membrana de 0,22 um. El licor filtrado se concentré por ultrafiltracion utilizando una membrana con limite
de peso molecular nominal (NMWL) de 10 a 30 kDa. El concentrado se almacend para esperar la separacion y
purificacion de la toxina de la tos ferina (PT), la hemoaglutinina filamentosa (HAF) y los componentes de 69 kDa
(pertactina).

Separacioén de los componentes del caldo de cultivo

Los componentes del caldo de cultivo (69 kDa, PT y HAF) se separaron y purificaron por cromatografia en perlita y
las etapas de elucién selectiva, esencialmente tal como se describe en la patente EP 336736 y la solicitud PCT WO
91/15505 publicada por los solicitantes, descrita anteriormente. Las operaciones de purificacion especifica
efectuadas se describen a continuacion.

Toxina de tos ferina (PT)

Se lavo la columna de perlita con Tris 50 mM, Tris 50 mM/Triton X-100 al 0,5% y tampones Tris 50 mM. La fraccion
PT se eluyd de la columna de perlita con tampén Tris 50 mM/NaCl 0,12 M.

La fraccion PT procedente de la cromatografia de perlita se cargd en una columna de hidroxiapatita y a continuacion

se lavo con tampén de fosfato potasico 30 mM. Se eluyd el PT con tampdn fosfato potasico 75 mM/NaCl 225 mM. La
columna se lavé con fosfato de potasio 200 mM/NaCl 0,6 M para obtener la fraccion de HAF que se descartd. Se
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afadio glicerol al PT purificado hasta 50% y la mezcla se almacen6 entre 2°C y 8°C hasta la desintoxicacion en una
semana.

Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

La fraccion HAF se eluyé de la columna de perlita con Tris 50 mM/NaCl 0,6 M. Se purificé la hemoaglutinina
filamentosa por cromatografia sobre hidroxiapatita. La fraccion de HAF procedente de la columna de perlita se cargé
en una columna con hidroxiapatita y a continuacion se lavé con fosfato potasico 30 mM que contenia Triton X-100 al
0,5%, seguido de tampon de fosfato potasico 30 mM. La fraccion de PT se eluyd con tampoén de fosfato potasico
85 mM y se descarté. La fraccion de HAF se eluy6 con fosfato potasico 200 mM/NaCl 0,6 M y se almacené entre 2°C
y 8°C hasta la desintoxicaciéon en una semana.

69 kDa (pertactina)

El concentrado de caldo de cultivo se diluy6 con agua para inyectables (WFI) para conseguir una conductividad de 3
a 4 mS/cm y se cargd en una columna con perlita a una carga de 0,5 a 3,5 mg de proteina por ml de perlita. El
ensayo (fracciéon componente de 69 kDa) se concentrd por ultrafiltracion utilizando una membrana NMWL de 10 a
30 kDa. Se afiadi6 sulfato amoénico al ensayo concentrado hasta 35% + 3% (p/v) y la mezcla resultante se almaceno
entre 2°C y 8°C durante 4 + 2 dias o se centrifugd (7.000 x g) inmediatamente. Se decantd el sobrenadante en
exceso y se recogio el precipitado por centrifugacion (7.000 x g). El sedimento de 69 kDa se almacend congelado
entre -20°C y -30°C o se disolvié en tampon Tris o fosfato y se utilizé inmediatamente.

La proteina de la membrana externa de 69 kDa obtenida por precipitacion en sulfato de amonio al 35% (p/v) del
compuesto de ensayo en perlita tratado se utilizé para la purificacion. Se afiadié sulfato aménico (100 = 5 g por litro)
a la fraccion de 69 kDa y se agit6é la mezcla durante por lo menos 2 horas entre 2°C y 8°C. Se centrifugd la mezcla
(7.000 x g) para recuperar el sobrenadante. Se afadié sulfato amoénico (100 a 150 g por litro) al sobrenadante y la
mezcla se agité durante por lo menos 2 horas entre 2°C y 8°C. Se centrifugd la mezcla (7.000 x g) para recuperar el
sedimento, que se disolvié en Tris 10 mM, HCI, pH 8. La fuerza iénica de la solucion se ajusté a la equivalente de
Tris HCI 10 mM (pH 8), que contenia sulfato aménico 15 mM.

Se aplicd la proteina de 69 kDa a la columna de hidroxiapatita conectada en tandem con una columna de Q-
Sepharose. Se recogi6 la proteina de 69 kDa en el compuesto de ensayo, se calento a reflujo en las columnas con
Tris 10 mM, HCI (pH 8), que contenia sulfato aménico 15 mM y se mezcléd con la proteina de 69 kDa en el
compuesto de ensayo. La proteina de 69 kDa se filtré por dialisis con 6 a 10 volumenes de fosfato potasico 10 mM
(pH 8) que contenia NaCl 0,15 M en una membrana NMWL de 100 a 300 kDa. El ultrafiltrado se recogid y la proteina
de 69 kDa en el ultrafiltrado concentrado.

La proteina de 69 kDa se intercambid el disolvente en Tris HCI 10 mM (pH 8) y se adsorbié en Q-Sepharose, se lavd
con Tris HCI 10 mM (pH 8/sulfato de amonio 5 mM). La proteina de 69 kDa se eluy6 con fosfato potasico 50 mM (pH
8). La proteina de 69 kDa se filtré por didlisis con 6 a 10 volumenes de fosfato de potasio 10 mM (pH 8) que contenia
NaCl 0,15 M en una membrana NMWL de 10 a 30 kDa. La proteina de 69 kDa se filtrd estéril a través de un filtro
< 0,22 ym. La masa estéril se almaceno entre 2°C y 8°C y se realizo la adsorcion en tres meses.

Aglutinégenos fimbriales

Se purificaron los aglutinégenos de la pasta celular después de la separacion del caldo de cultivo. La pasta celular
se diluyo hasta una fraccion de 0,05 volimenes de células en un tampén que contenia fosfato potasico 10 mM, NaCl
150 mM y urea 4 M, y se mezclé durante 30 minutos. El lisado celular se clarificé por centrifugacion (12.000 x g), a
continuacion se concentré y se filtré por didlisis frente a fosfato potasico 10 mM/NaCl 150 mM/Triton X-100 al 0,1%
utilizando un filtro de membrana NMWL de 100 a 300 kDa.

Se calent6 el concentrado a 80°C durante 30 min y a continuacion se volvié a clarificar por centrifuagcion (9.000 x g).
Se afadi6 PEG 8000 al sobrenadante clarificado hasta una concentracion final de 4,5% + 0,2% y se agitod
suavemente durante un minimo de 30 minutos. El precipitado resultante se recogié por centrifugacion (17.000 x g) y
el sedimento se extrajo con fosfato de potasio 10 mM/tampdn NaCl 150 mM para proporcionar una solucion de
aglutinégeno fimbrial en bruto. Los aglutinégenos fimbriales se purificaron por paso sobre silice PEI. La solucion en
bruto se preparé con 100 mM con respecto al fosfato de potasio utilizando tampdn de fosfato de potasio 1 M y se
paso a través de una columna de silice PEI.

El compuesto de ensayo de las columnas se concentré y se filtrd por didlisis frente a tampon fosfato de potasio
10 mM/NaCl 150 mM utilizando filtro de membrana NMWL de 100 a 300 kDa. La masa estéril se almacena entre 2°C
y 8°C y se lleva a cabo la adsorcién en tres meses. La preparacion del aglutinégeno fimbrial contenia Agg 2 fimbrial
y Agg 3 fimbrial en una relacion en peso de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2:1 y se observé que estaba
sustancialmente exento de Agg 1.
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Ejemplo 3
Este ejemplo describe la toxoidacién de los antigenos purificados de Bordetella pertussis, PT y HAF.

El PT, preparado en forma pura como se describe en el Ejemplo 2 se convirtié en vacuna ajustando la concentracion
de glutaraldehido en la solucion de PT a 0,5% * 0,1% e incubando a 37°C + 3°C durante 4 horas. Se interrumpio la
reaccion afiadiendo L-aspartato 0,21 + 0,02 M. La mezcla se mantuvo a continuacion a temperatura ambiente
durante 1 £ 0,1 horas y a continuacién entre 2°C y 8°C durante 1 a 7 dias.

La mezcla resultante se filtré por dialisis frente a tampon de fosfato potasico 10 mM/NaCl 0,15 M/glicerol al 5% en un
filtro de membrana NMWL de 30 kDa y a continuacién se esterilizéd por paso a través de un filiro de membrana
< 0,22 pym. La masa estéril se almaceno6 entre 2°C y 8°C y se realiz6 la adsorcién en tres meses.

La fraccion de HAF, preparada en forma pura como se describe en el Ejemplo 2 se convirtié en vacuna ajustando la
concentracion de de L-lisina y formaldehido a 47 £+ 5mM y 0,24 + 0,5% respectivamente e incubando de 35°C a
38°C durante 6 semanas. La mezcla se filtré6 atd membrana frente a fosfato potasico 10 mM/NaCl 0,5 M utilizando un
filtro de membrana NMWL de 30 kDa y se esterilizd por paso a través de un filtro de membrana. La masa estéril se
almacend entre 2°C y 8°C y se realizd la adsorcion en tres meses.

Ejemplo 4
Este ejemplo describe la adsorcion de los antigenos purificados de Bordetella pertussis.

Para la adsorcién individual de PT, HAF, Agg y 69 kDa en fosfato de aluminio (alumbre) se prepard una solucion
madre de fosfato de aluminio a una concentracion de 18,75 + 1 mg/ml. Se prepard un recipiente adecuado y alguno
de los antigenos distribuidos asépticamente en el recipiente. Se afadié asépticamente 2-fenoxietanol hasta
proporcionar una concentracion final de 0,6% * 0,1% v/v y se agité hasta ser homogénea. El volumen apropiado de
fosfato de aluminio se afadié asépticamente al recipiente. Se afiadid un volumen apropiado de agua destilada
esterilizada para llevar la concentracion final hasta 3 mg de fosfato de aluminio/ml. Se sellaron los recipientes y se
marcaron y se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 4 dias. El recipiente se almacend a continuacion
esperando la formulacioén final.

Ejemplo 5

Este ejemplo describe la formulacion de un componente de la vacuna contra la tos ferina combinado con los
toxoides diftéricos y tetanicos.

Los antigenos de B. pertussis preparados como se describe en los ejemplos anteriores se formularon con toxoides
diftéricos y tetanicos para proporcionar varios vacunas contra la tos ferina del componente (CP).

Se produjeron componentes de la tos ferina a partir del cultivo de Bordetella pertussis en un cultivo sumergido tal
como se describe con detalle en los Ejemplos 1 a 4 anteriores. Una vez terminado el cultivo, el caldo de cultivo y las
células bacterianas se separaron por centrifugacion. Cada antigeno se separé individualmente. La toxina de la tos
ferina (PT) y hemoaglutinina filamentosa (HAF) se purificaron en el caldo de cultivo por cromatografia secuencial
sobre perlita e hidroxiapatita. Se desintoxicdé PT con glutaraldehido y algun PT residual (aproximadamente 1%)
presente en la fraccion HAF se desintoxicé con formaldehido. Se prepararon aglutinégenos fimbriales (2 + 3) (AGG)
a partir de las células bacterianas. Se destruyeron las células con urea y se calentaron, y los aglutindgenos
fimbriales se purificaron por precipitacion con polietilenglicol y cromatografia sobre polietilenimina silice. El
componente de la proteina de 69 kDa (pertactina) se aislé en el ensayo procedente de la etapa de cromatografia
sobre perlita (Ejemplo 2) por precipitacion con sulfato de amonio y se purificé por cromatografia secuencial sobre
hidroxiapatita y Q-sepharose. Todos los componentes se esterilizaron por filtracion a través de un filtro de membrana
de 0,22 uym.

Se prepar6 toxoide diftérico procedente del cultivo de Corynebacterium diphtheriae en cultivo sumergido por los
procedimientos habituales. La produccién del toxoide diftérico se divide en cinco etapas, a saber mantenimiento de
la semilla de trabajo, cultivo de Corynebacterium diphtheriae, recoleccion de la toxina de la difteria, desintoxicacion
de la toxina de la difteria y concentracion del toxoide de la difteria.

Preparacioén del toxoide diftérico

(I) Semilla de trabajo

La cepa de Corynebacterium diphtheriae se mantuvo como un lote de semillas liofilizadas. La semilla reconstituida
se cultivd en tubos en pendiente con medio de Loeffler durante 18 a 24 horas a 35°C *+ 2°C y a continuacion se
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transfirio a matraces de medio de difteria. En el cultivo se analizé a continuacion la pureza y el contenido en Lf. La
semilla restante se utilizé para inocular un fermentador.

() Cultivo de Corynebacterium diphtheriae

El cultivo se incubd a 35°C + 2°C y se agit6é en el fermentador. Se afiadieron al cultivo cantidades predeterminadas
de soluciones de sulfato ferroso, cloruro calcico y fosfato. Las cantidades existentes de cada solucion (fosfato,
sulfato ferroso, cloruro calcico) se determinaron experimentalmente para cada lote del medio. Las concentraciones
seleccionadas son aquellas que proporcionan el contenido mas alto de Lf. Al final del ciclo de cultivo (30 a 50 horas)
se tomaron muestras de los cultivos para pureza y contenido de Lf.

Se ajusto el pH con bicarbonato sédico, y se inactivo el cultivo con tolueno al 0,4% durante 1 hora a una temperatura
mantenida de 35°C *+ 2°C. A continuacién se realiz6 on ensayo de esterilidad para confirmar la ausencia de C.
diphtheriae viva.

(1) Recoleccion de toxina de la difteria

Los cultivos tratados con tolueno de uno o varios fermentadores se mezclaron en un depdsito grande. Se afiadieron
aproximadamente 0,12% de bicarbonato sédico, 0,25% de carbén activo y 23% de sulfato amoénico y se midié el pH.

Se agit6 la mezcla durante aproximadamente 30 minutos. Se afiadio tierra de diatomeas y se bombed la mezcla a un
filtro de profundidad. Se recirculd el filtrado hasta quedar transparente, se recogié a continuacion y se tomaron
muestras para ensayo de contenido de Lf. Se afadié sulfato amodnico adicional al filtrado para dar una concentracion
del 40%. Se anadié también tierra de diatomeas. La mezcla se mantuvo durante 3 a 4 dias entre 2°C y 8°C para
dejar sedimentar el precipitado. Se recolecto la toxina precipitada y se disolvié en solucion salina al 0,9%. Se elimino
la tierra de diatomeas por filtracion y la toxina se dializo frente a solucion salina al 0,9%, para eliminar el sulfato
amonico. Se mezclé la toxina dializada y se tomaron muestras para el ensayo de contenido en Lf y pureza.

(IV) Desintoxicacion de la toxina de la difteria

La desintoxicacién tuvo lugar inmediatamente después de la didlisis. Para la desintoxicacion, se diluyo la toxina de
modo que la solucidn final contenia:

(@) Toxina de la difteria a 1.000 + 10% Lf/ml.

(b) Bicarbonato sddico al 0,5%

(¢) Formalina al 0,5%

(d) Monohidrocloruro de L-lisina al 0,9% p/v
Se llevo la solucién a volumen con solucién salina y se ajusté el pH a 7,6 £ 0,1.
Se filtr6 el toxoide a través de un filtro de tierra de diatomeas con celulosa y/o un prefiltro de membrana y un filtro de
membrana de 0,2 um en el recipiente de recogida y se incubd durante 5 a 7 semanas a 34°C. Se retiré6 una muestra
para ensayo de toxicidad.
(V) Concentracion del toxoide purificado
Se mezclaron los toxoides, a continuacidon se concentraron por ultrafiltracion y se recogieron en un recipiente
adecuado. Se tomaron muestras para ensayo de contenido en Lf y pureza. Se afadié el conservante (2]
fenoxietanol) para dar una concentracion final de 0,375% y se ajusto el pH entre 6,6 y 7,6.
Se esterilizé el toxoide por filtracion a través de un prefiltro y un filtro de membrana de 0,2 ym (o equivalente) y se
recolectdé. Se tomaron muestras a continuacion del toxoide estéril para la irreversibilidad del contenido en Lf del
toxoide, el contenido de conservante, pureza (contenido en nitrégeno), ensayos de esterilidad y toxicidad. El toxoide
concentrado estéril se almacend entre 2°C y 8°C hasta la formulacion final.
Preparacion del toxoide tetanico
Se preparo el toxoide tetanico (T) a partir del cultivo de Clostridium tetani en cultivo sumergido.
La produccién del toxoide tetanico puede dividirse en cinco etapas a saber, mantenimiento de la semilla de trabajo,
cultivo de Clostridium tetani, recogida de toxina del tétanos, desintoxicacion de la toxina del tétanos y purificacion del
toxoide tetanico.

(I) Semilla de trabajo

La cepa de Clostridium tetani utilizada en la produccién de la toxina del tétanos para la conversion al toxoide tetanico
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se mantuvo en forma liofilizada en un lote de semillas. La semilla se inoculé6 en medio con tioglicolato y se dejo
desarrollar durante aproximadamente 24 horas a 35°C + 2°C. Se tomo una muestra para el ensayo de pureza del
cultivo.

() Cultivo de Clostridium tetani

El medio de tétanos se distribuyd en un fermentador, se calenté y se enfrid. El fermentador se sembrd a
continuacion y se dejo desarrollar el cultivo durante 4 a 9 dias a 34°C + 2°C. Se tom6 una muestra para la pureza del
cultivo y ensayo del contenido en Lf.

(1) Recoleccion de toxina del tétanos

La toxina se separo por filtracion a través de almohadillas de tierra de diatomeas con celulosa y la toxina clarificada
a continuacioén se esterilizd en filtro utilizando filtros de membrana. Se tomaron muestras para el contenido en Lf y
esterilidad. La toxina se concentrd por ultrafiltracion, utilizando un tamafio de poro de 30.000 daltons.

(IV) Desintoxicacion de la toxina del tétanos

Se tomaron muestras de la toxina para el ensayo de contenido en Lf para desintoxicacion. Se desintoxico la toxina
concentrada (475 a 525 Lf/ml) mediante la adicién de bicarbonato soédico al 0,5% p/v, formalina al 0,3% v/v y
monohidrocloruro de L-lisina al 0,9% p/v y se llevd a volumen son solucién salina. El pH se ajusté a 7,5+ 0,1y la
mezcla se incubo a 37°C durante 20 a 30 dias. Se tomaron muestras para ensayo de esterilidad y toxicidad.

(V) Purificacion del toxoide

El toxoide concentrado se esterilizéd a través de prefiltros, seguido de filtro de membrana de 0,2 ym. Se tomaron
muestras para ensayos de esterilidad y contenido en Lf.

La concentracion optima de sulfato amoénico se basé en un fraccionamiento. Se determiné la curva “S” de las
muestras del toxoide. La primera concentracion se afiadié al toxoide (diluida entre 1.900 y 2.100 Lf/ml). La mezcla se
mantuvo durante por lo menos 1 hora entre 20°C y 25°C y se recogi6 el sobrenadante y se descarto el precipitado
que contenia la fraccién de alto peso molecular.

Se afiadioé una segunda concentracion de sulfato amoénico al sobrenadante para el segundo fraccionamiento para
eliminar las impurezas de bajo peso molecular. La mezcla se mantuvo durante al menos 2 horas entre 20°C y 25°C y
a continuacién pudo mantenerse entre 2°C y 8°C durante un maximo de tres dias. El precipitado que representa el
toxoide purificado, se recolecto por centrifugacion vy filtracion.

Se eliminé el sulfato amoénico de la vacuna purificada por filtracién por didlisis, utilizando membranas de
ultrafiltracion Amicon (o equivalentes) con PBS hasta que no pudo detectarse mas sulfato amonico en la solucion de
la vacuna. Se ajusto el pH entre 6,6 y 7,6, y se anadié 2-fenoxietanol hasta dar una concentracion final de 0,375%.
Se esterilizd la vacuna por filtracion en membrana, y se tomaron muestras para ensayo (irreversibilidad de la
vacuna, contenido en Lf, pH, contenido en conservante, pureza, esterilidad y toxicidad).

Una formulacion de una vacuna contra la tos ferina de componente combinada con toxoides diftérico y tetanico se
denominé CP1gs553DT. Cada dosis humana de 0,5 ml de CP1gs5/53DT se formuld para contener:

10 ug  Toxoide de la tos ferina (PT)

5 g Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

5 ug Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)

3 g Proteina de la membrana externa de 69 kDa
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6%  2-fenoxietanol, como conservante

Otra formulacién de la vacuna contra la tos ferina de componente combinada con toxoides diftérico y tetanico se
denominé CP1¢55DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CP4¢s55DT se formulé para que contenga:

10 yg Toxoide de la tos ferina (PT)

5ug Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

5 g Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6%  2-fenoxietanol, como conservante
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Otra formulacién de la vacuna contra la tos ferina de componente combinada con toxoides diftéricos y tetanicos se
denomind CP2g20/53DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CP2g20/53DT se formuld para que contenga:

20 uyg  Toxoide de la tos ferina (PT)

20 yg Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

5 ug Aglutinégenos fimbriales 2 'y 3 (FIMB)

3 ug Proteina de la membrana externa de 69 kDa
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6%  2-fenoxietanol, como conservante

Otra formulacién de la vacuna contra la tos ferina de componente combinada con toxoides diftéricos y tetanicos se
denominé CP2¢/10/106DT. Cada 0,5 ml de dosis humana de CP2o/10/106DT se formuld para que contenga:

20 yg Toxoide de la tos ferina (PT)

10 ug  Hemoaglutinina filamentosa (HAF)

10 uyg  Aglutinégenos 2 y 3 fimbriales (FIMB)

6 ug Proteina de la membrana externa de 69 kDa
15Lf  Toxoide diftérico

5Lf Toxoide tetanico

1,5 mg Fosfato de aluminio

0,6% 2-fenoxietanol, como conservante

Ejemplo 6

Este ejemplo describe la evaluacién clinica de vacunas contra la tos ferina de componente acelular, producidas
segun la invencion.

(a) Estudios en adultos

Los estudios en adultos y nifios de 16 a 20 meses de edad indicaban que las vacunas multicomponentes que
contenian aglutindgenos fimbriales son seguras e inmunogenas (Tabla 2).

Se realiz6 un estudio clinico en Fase | en nifios de 17 y 18 meses de edad en Calgary, Alberta con la vacuna contra
la tos ferina de cinco componentes (CP1os553DT) y la reaccidon adversa indicada. Treinta y tres nifios recibieron la
vacuna y ademas 35 recibieron la misma vacuna sin el componente de la proteina de 69 kDa.

Las reacciones locales son raras. Las reacciones generalizadas desfavorables, que consisten principalmente en
irritabilidad estaban presentes en aproximadamente la mitad de los participantes en el estudio, independientemente
de la vacuna que se administr6. Se midieron aumentos de anticuerpos significativos para aglutinégenos anti-PT,
anti-FHA y antifimbriales y anticuerpos de IgG anti-69 kDa por inmunoanalisis enzimatico y anticuerpos anti-PT en el
ensayo de neutralizacion de células CHO. No se detectaron diferencias en la respuesta al anticuerpo de los nifios
que recibieron los cuatro componentes (CP1¢;55DT) o cinco componentes (CP+¢s553DT) excepto en el anticuerpo antil]
69 kDa. Los nifios que recibieron la vacuna de cinco componentes que contenia la proteina de 69 kDa presentaban
un nivel de anticuerpos anti-69 kDa después de la inmunizacion significativamente mayor.

Se realizé un estudio de respuesta a la dosis con la vacuna de 4 componentes en Winnipeg, Manitoba, Canada. Se
utilizaron formulaciones de vacuna de dos componentes: CP1gs/53DT y CP2o/10/106DT. Se incluyd también como
referencia una vacuna de DPT de células completas.

Este estudio fue un estudio doble a ciegas en 91 lactantes de 17 a 18 meses de edad al tiempo de dosis de refuerzo
contra la tos ferina. Tanto CP1o/553DT como CPa2os10106DT fueron bien tolerados por estos nifios. No se demostraron
diferencias en el numero de nifios que presentaba reaccion local, o reacciones generalizadas después de ambas
vacunas del componente. En comparacion, significativamente mas nifios que recibieron la vacuna de células
completas presentaban reacciones locales y generalizadas que aquellos que recibieron las vacunas del componente
CP20/1011056DT.

Estudios en ninos
Fase Il
Se realiz6 un estudio utilizando la vacuna de CP1gs53DT en Calgary, Alberta y British Columbia, Canada. En este

estudio, 432 lactantes recibieron la vacuna contra la tos ferina del componente o la vacuna DPT de referencia de
células completas a los 2, 4 y 6 meses de edad. La vacuna de CP1q553DT fue bien tolerada por estos lactantes. Las
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reacciones locales fueron menos frecuentes con la vacuna del componente que con la vacuna de células completas
después de cada dosis.

Una respuesta al anticuerpo significativa para todos los antigenos se demostré después de la vacunacion con la
vacuna contra la tos ferina del componente. Los receptores de la vacuna de células completa tuvieron una respuesta
vigorosa al anticuerpo contra los aglutindgenos fimbriales, D y T. A los siete meses, del 82% al 89% de los
receptores de la vacuna del componente y el 92% de los receptores de la vacuna de las células completas
presentaba un incremento de cuatro veces o aumento mayor en el valor de anticuerpo para los aglutindgenos
fimbriales. En comparacion, la respuesta del anticuerpo contra FHA fue del 75% al 78% en las vacunas del
componente en comparacion con el 31% de los receptores de células completas. Se observé un aumento de cuatro
veces en el anticuerpo anti-69 kDa en el 90% al 93% de los receptores de la vacuna del componente y el 75% de los
de las células totales. Un aumento de cuatro veces en el anticuerpo contra PT por inmunoanalisis enzimatico se
observo en el 40% al 49% de las vacunas del componente y el 32% de las vacunas de células completas; un
aumento de cuatro veces en el anticuerpo PT por neutralizacion de CHO se observé en el 55% al 69% de las
vacunas del componente y el 6% de las vacunas de células completas (Tabla 2).

Fase Il B

Se evaluaron las vacunas de CP2o2053DT y de CP1o10/53DT en un estudio a ciegas al azar frente a una referencia de
D1sPT con un contenido en difteria de 15 Lf menor en comparacién con una formulacién de 25 Lf de 100 lactantes a
los 2, 4 y 6 meses de edad. No se detectaron diferencias en las cantidades de reacciones adversas entre las
formulaciones de dos componentes; ambas eran significativamente menos reactégenas que la referencia de células
completas. Los valores de anticuerpo mayores frente a PT por inmunoanalisis enzimatica y neutralizacién de CHO y
FHA se consiguieron en los receptores de la vacuna con CP2g/2053DT con un contenido aumentado en antigenos. A
los 7 meses, el valor de la media geométrica de anti-FHA fue de 95,0 en los receptores de CP2g20/53DT, 45,2 en los
receptores de CP1o1553DT y fueron solamente de 8,9 en los receptores de D1sPT. Los valores anti-PT fueron de
133,3, 58,4 y 10,4 por inmunoanalisis y de 82,4, 32,7 y 4,0 por neutralizacion de CHO respectivamente (Tabla 2).

El estudio demostré que la vacuna contra la tos ferina del componente combinada con los toxoides diftérico y
tetanico adsorbidos, con un contenido aumentado del antigeno, era segura e inmundgena en lactantes y que el
contenido en antigeno aumentado, aumenté la respuesta unitaria a los antigenos (PT y FHA) preparados sin
aumento en reactogenicidad.

Ensayo comparativo en Fase I, NIAID, USA.

Se realizd un estudio en fase Il en USA bajo los auspicios del National Institute of Allergy and InfectiOus Diseases
(NIAID) como preludio a una prueba de eficacia a gran escala de las vacunas contra la tos ferina acelulares. Una
vacuna contra la tos ferina de un componente de la invencidon en combinacién con los toxoides diftérico y tetanico
adsorbié (CP10/15553DT) y se incluyd en esta prueba junto con otras 12 vacunas acelulares y 2 vacunas de células
completas. Los resultados de seguridad se publicaron sobre 137 nifios inmunizados a los 2, 4 y 6 meses de edad
con la vacuna del componente CP1q15/53DT.

Como se aprecia en los estudios anteriores, la vacuna del componente se observd que era segura, de baja
reactogenicidad y que era bien tolerada por las vacunas.

A los 7 meses, el anticuerpo anti-PT, el anticuerpo anti-FHA y el anticuerpo anti-69 kDa y el anticuerpo con
aglutinégenos antifimbriales eran todos mayores o equivalentes a las concentraciones conseguidas después de las
vacunas con células completas (ref. 71 y Tabla 2). Se realizd un estudio doble a ciegas en el que los nifios fueron
situados al azar para recibir bien la formulaciéon de vacuna CP2o/2053DT 0 la CP1o/1553DT. Se inscribieron un total de
2.050 lactantes en USA y Canada; 1961 lactantes completaron el estudio. Ambas formulaciones de la vacuna eran
seguras, de baja reactogenicidad e inmundgenas en estos lactantes. Se evalué la inmunogenicidad en un subgrupo
de 292. Se produjo un aumento de anticuerpo en todos los antigenos contenidos en la vacuna por ambas
formulaciones de la vacuna. La formulacion de CP2o2053DT produjo valores mayores de anticuerpo contra FHA pero
no contra PT. La formulacion CP1o/1553DT produjo valores mayores contra el aglutindgeno de las fimbrias y los
valores de aglutinégeno mayores.

Una seguridad adicional y un estudio de inmunogenicidad se realizaron en Francia. El disefio del estudio fue similar
al estudio de Norteamérica, descrito anteriormente, excepto que se administraron vacunas a los 2, 3 y 4 meses de
edad. Las reacciones locales y generalizadas fueron generalmente menores. En general la vacuna fue mejor
aceptada por los participantes en el estudio francés utilizando este régimen de administracion.

Prueba de eficacia controlada con placebo de dos vacunas antitosferinicas acelulares y de una vacuna de células
completas en 10.000 lactantes

Siguiendo los resultados de la prueba comparativa de USA en fase |l NIAID, se seleccionaron vacunas acelulares de
dos componentes y de cinco componentes para una prueba de eficacia multicentro, controlada por placebo doble al
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azar. La prueba clinica se realizd en Suecia, donde existe una alta incidencia de tos ferina. La vacuna de dos
componentes contenia gliceraldehido y PT inactivada por fomalina (25 ug), FHA tratado con formalina (25 pg) y 17 Lf
del toxoide diftérico y 10 Lf del toxoide tetanico. La vacuna contra la tos ferina de cinco componentes fue
CP10i553DT. Para la prueba, diez mil lactantes, que representan, aproximadamente la mitad de los lactantes de este
grupo de edad en Suecia, se inscribieron en 14 lugares del estudio definidos geograficamente mediante la utilizacion
de la partida de nacimiento.

Los nifios nacidos en enero y febrero de 1992 se seleccionaron al azar en una prueba de 3 ramas. Después del
consentimiento paterno, dos tercios de los lactantes recibieron una de cada dos preparaciones antitosferinicas
acelulares contra la difteria y el tétanos a los dos, cuatro y seis meses de edad. El grupo de referencia recibio
solamente DT. En mayo de 1992, se introdujo una vacuna DTP de células completas comercializada autorizada en
USA vy los nifios nacidos en marzo hasta diciembre de 1992 se sometieron al azar en una prueba de 4 ramas.
Después del consentimiento paterno, las tres cuartas partes de los lactantes recibieron una de cada tres
preparaciones de DPT a los dos, cuatro y seis meses de edad. El grupo de referencia recibié solamente DT.

Cada vacuna se administré a aproximadamente 2.500 nifios. Las vacunas se administraron en tres dosis. La primera
dosis se administré a los 2 meses de edad y no después de los 3 meses de edad. Se administraron dosis
posteriores con intervalo de 8 semanas. Las vacunas se administraron por inyeccion intramuscular.

Se realizé un seguimiento durante 30 meses a los nifios y a sus grupos familiares. Si habia indicios de tos ferina, se
recogian los datos clinicos y la verificacion en el laboratorio se investigaba mediante aspiraciones nasales para
cultivo bacterioldgico y diagnostico por reaccién en cadena de la polimerasa (RCP). Se recogieron las muestras de
sangre de enfermos en fases aguda y convaleciente para el diagndstico seroldgico.

Antes de este estudio, se desconocia el alcance de la proteccion proporcionada por vacunas contra la tos ferina de
un componente de la presente invencidon en una poblacién humana en situacion de riesgo (particularmente recién
nacidos). En particular, la contribucién de varios componentes de Bordetella y su presencia en las vacunas contra la
tos ferina en cantidades relativas seleccionadas para la eficacia de las vacunas resultaba desconocida.

El principal objetivo de la prueba consistié en estimar la capacidad de las vacunas contra la tos ferina acelulares y de
la vacuna de células completas para proteger contra la tos ferina tipica en comparacién con el placebo.

Un punto final secundario consistié en explorar la eficacia de la vacuna contra la infeccion de la tos ferina confirmada
de gravedad variable.

La eficacia de la vacuna se define como el tanto por ciento de reduccién en la probabilidad de contraer tos ferina
entre receptores de la vacuna en relacién con los nifios sin vacunar.

El riesgo relativo de tos ferina en dos grupos de vacuna se expresa como la relacién de la probabilidad de la
enfermedad en los dos grupos.

La probabilidad de contraer tos ferina, denominada también la frecuencia del ataque, puede estimarse de diferentes
maneras. En los calculos del tamafio de la muestra, la probabilidad de contraer tos ferina en un grupo de estudio
dado se estima por el cociente entre el nimero de nifios con tos ferina y los nifios que permanecen en el grupo de
estudio a la terminacion del seguimiento del estudio.

La eficacia del componente CP1q553DT de la vacuna en esta prueba para prevenir la tos ferina tipica se representa
en la Tabla 4 y fue de aproximadamente 85%. En la misma prueba una vacuna acelular de tos ferina de dos
componentes que contenia solamente TP y FAH fue aproximadamente 58% eficaz y una vacuna de células
completas fue solamente 48% eficaz. La CP1os553DT fue también eficaz para prevenir la tos ferina leve en una
eficacia estimada de aproximadamente el 77%.

Las preparaciones de vacunas son seguras, no reactbgenas, inmunogenas y protectoras en los seres humanos.
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Tabla 1. Vacunas contra la tos ferina acelulares

Vacuna PT Agente HAF P.69 AGG2 AGG3 Referencia
toxoideo

AMVC + H,0- a - - - _ 62
Masa PHL® + TMN® - - - - 63
Instituto Merieux + GI° + - - - 64
Smith-Kline + FI%/GI + - - - 32
+ FI/GI + + - - 32
CAMR' + FI + - + n 65
Lederle/Fakeda + FI + + + - 66
Connaught + Gl + - + + 32
+ Gl + + + + 67

@ Peroxido de hidrogeno inactivado. ® Massachusetts Public Health Laboratories. © TNM, tetranitrometano
inactivado. ¢ Gl, glutaraldehido inactivado. ® Fl, formalina inactivada. " Centro de Microbiologia Aplicada e
Investigacion.
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Tabla 4 - Eficacia de vacunas contra la tos ferina acelulares

Vacuna Eficacia %
A B
CP1os553DT 84,7 (80,3 — 88,5)1 77
PTas - FHA2DT 58 (49,8 — 64,8)'
DPT? 47,9 (37,1 — 56,9)’

A: definicion del caso: Tos espasmédica de 21 dias y cultivo positivo
B: definicion del caso: Tos de tos ferina leve de por lo menos un dia
Nota 1: Limites de confianza
Nota 2: Vacuna contra la tos ferina de células completas
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de la forma purificada de toxoide de la tos ferina, hemoaglutinina filamentosa, pertactina y
aglutindgenos fimbriales de B. pertussis en la elaboracion de una preparacion de vacuna de combinacién contra la
enfermedad causada por B. pertussis, para la administraciéon a una poblacién humana en situacién de riesgo de
enfermedad causada por B. pertussis para proporcionar proteccion contra la enfermedad causada por B. pertussis
en la que cada dosis humana Unica de la preparacion de vacuna contiene los antigenos de tos ferina siguientes, a
saber de 5 a 30 yg de nitrégeno de dicho toxoide de la tos ferina, 5 a 30 ug de nitrogeno de dicha hemoaglutinina
filamentosa, 3 a 15 ug de nitrégeno de pertactina, y 1 a 10 ug de nitrégeno de aglutinégenos fimbriales 2 (Agg2) y 3
(Agg3) y en la que la relacién en peso de Agg2 a Agg3 es de 1,5:1 a 2:1 y en la que dicha preparacidon de vacuna
proporciona dicha proteccion contra la enfermedad causada por B. pertussis en por lo menos el 70% de los
miembros de una poblacién en situacion de riesgo que se puede determinar por un ensayo de eficacia clinica y en la
que dicha vacuna esta sustancialmente exenta de aglutinogeno 1 fimbrial.

2. Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que dicha preparacion de vacuna contiene por |0 menos un
inmundégeno distinto de Bordetella.

3. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha preparacion de vacuna contiene:

(a) 10 ug de nitrégeno de toxoide de la tos ferina, 5 ug de nitrégeno de hemoaglutinina filamentosa, 3 ug de
nitrégeno de aglutinégenos y 5 ug de nitrégeno de pertactina en una dosis humana unica; o

(b) 20 g de nitrégeno de toxoide de la tos ferina, 20 pg de nitrdgeno de hemoaglutinina filamentosa, 3 pg de
nitrégeno de aglutindgenos y 5 ug de nitrégeno de pertactina en una dosis humana unica.

4. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la extensién de la proteccion es de por
lo menos 80% para un caso de tos ferina que presenta una tos espasmodica de una duracién de por lo menos 21
dias y una infeccién bacteriana confirmada.

5. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la extension de la proteccion es de por lo
menos 70% para un caso de tos ferina leve que presenta una tos de por lo menos un dia de duracion.

6. Utilizacidon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha preparacion de vacuna incluye un
adyuvante.
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