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REPRESENTANTE Bogota, Colombia
O APODERADO
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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacién Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante 0 a su causante.

Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccioén de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

XO DODOOODODOXUODOOXRKK @

Otros: Reporte de busqueda internacional, publicacion y opinion escrita.

@ FIGURA CARACTERISTICA:
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ANEXO

El documento que  acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogotd de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para

TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA

PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que

faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

L \/w\
mIA({T_OR DA RICAURTE

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y

en espanol.

Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

Notarizacién, documento escrito en espaiiol.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961) |
Reino Unido de la Gran Bretafa e irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretaiia e Irlanda del Norte

Este documento publico

2. ha sido firmado James Kerr Milligan
3. actuando como Notario Publico
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
CERTIFICADO
en Londres 6. el 01 de septiembre de 2004
7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos

Exteriores y del Commonwealth
Numero: G 749037
Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y

en espanol.

Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

Notarizacion, documento escrito en espanol.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961) |
Reino Unido de la Gran Bretaia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretaria e Irlanda del Norte
Este documento publico
ha sido firmado James Kerr Milligan

actuando como Notario Publico

4. lleva el sello/estampiila de dicho Notario Publico
CERTIFICADO _
en Londres 6. el 01 de septiembre de 2004

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y del Commonwealth

Namero: G 749037

Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion dnicamente confirma gue la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en ia ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OFf IAL
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Ptblico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya

identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada

LR oy (5“'\?)} o

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente dendminada

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de':j

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON est4

debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Lon'd'res, el dia de hoy primero de septiembre del afio dos

JAMES KERR MILLIGAN /

Notario tl?ubl o7 i

mil cuattro.

DE PINNA
35 Piccadilly Landon W1J OLJ ¢
Telephone:+44 (0)20 7208 2900 Facsimile: +44 (0)20 7208 0066 DX No. 48521 Piccadilly 2
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1. Country: Unit:-

This public document/Le Wgent acte public

s st “Ngmes [0 Mo
3. acting in the capacity of Nuialy PUQ“@

agissant en qualité de

4. Dbears the seal/stamp of E‘j@i" AYAL ST ST
est revétu du scean/timbre de .............. @ gi . P‘jgh! ...................................
Certified /Attesté
S. at London/a Londres 6. the/le ............. ﬂ . 1 . C_}E? zﬁﬁz‘ ..........

7. by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs/
par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

8. Number/mu; No G 7 4 90 3 7

9. Stamp:
timbre:

For the Secretary of State/ Pour le Secréiaire d’Erat

If this document is to be used in a country which is

not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
it should ha neassntad ta the coneular sosting of the

[T T IV IV T e te e

mission représenting that country.
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GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

con domicilio en rue de I'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o

- GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA

y/lo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 6o., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
adndistrativas, judiciales o de policia, en todos los
tréas relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efegdo les facultamos para dar ante dichas
au&ades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parciaimente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las

de facultades que resulten necesarias, y por el
press®ite declaramos desde ahora valido y bueno
CU\o dichos representantes y/o los apoderados que

cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO yl/o IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dadoy firﬁqado

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belgium.

domiciled at rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium
hereby appoint, ALICIA  LLOREDA and/or

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ﬁLICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYO /4ndior IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ 15 apply
for protocolization of this docurfnerft ang<of g y power
of attorney by any one of thern corfesfed in/Oour name,
before the Office of Industrial Property.

// 31 Alﬁ/ZUM
77 ;

Siven and signed this
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

de 200 , comparecio

, aquien conozcoy
de quien me consta que firmé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. la
compaiiia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un periodo de duracién que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de

que el declarante esta

autorizado por dicha Compafiia para conferir este
poder; que el sello estampado por él al pie de tal
poder, en nombre y en representacion de la
exgldsada Compariia, es el sello oficial de ella; y que
el to para el cual se confiere este instrumento
esi@a comprendido dentro del de la sociedad.
EWg@Puscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en \
con fecha , y certifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pais, la
anterior  declaracién juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this
personally
came :
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belgium, domiciled at the City of Rixensart,
Belgium, legally constituted for a period of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

, that the deponent s
authorized by said Company to confer this power of
attorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at

Evirere e e T e

day of . 200 ,

ey

and h e laws of said
Count fhicient
proof #
he atte
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

{21) No. de solicitud:

(51) Int C: AG1K 39/116

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: 30-04-08
No. de solicitud: PCT/EP2008/055383

(22) Fecha de solicitud: 27-11-09 (71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
(30) Prioidad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
0708522.8 02-05-07 GB
0712658.4 28-06-07 GB
0802108.1 05-02-08 GB
(72) Inventor(es):  POOLMAN, Jan.
(74) Apoderado;  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 02-12-09 (87)  Publicacion internacional

13-11-08
WO 2008/135514 A1

Fecha:
No. publicacion:

(54) Titulo:

“VACUNA”

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion nimero 1.-

Un kit que comprende al menos nueve conjugados de sacaridos, en el que entre dos y siete conjugados de sacaridos inclusive estan

conjugados con la proteina transportadora CRM, siendo adecuado dicho kit para usar en un calendario de inmunizacion primaria,

comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) un conjugado de sacéridos de Hib en presencia de CRM, DT o cualquier otro derivado de DT, pero que no esta

conjugado con la CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM; y

¢) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

d) al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM;

e) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende al menos un conjugado de sacéridos, en el que

f) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos esté conjugado con CRM,;

g) opcionalmente at menos un conjugado de sacaridos no esta conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

~Q
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

PATENTE DE INVENCION ___ PCT _X

-NDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __

(21) No. de solicitud:
(51) Clasificacion Internacional: A61K 39/116

(22) Fecha de solicitud: 27-11-09

{71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es): POOLMAN, Jan.

(74) Apoderado: ~ ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
0708522.8 02-05-07 GB
0712658.4 28-06-07 GB
0802108.1 05-02-08 GB

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 02-12-09

(86) Datos refativos a la presentacion de fa solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: 30-04-08
No. de solicitud; PCT/EP2008/055383

(87) Publicacion internacional
Fecha: 13-11-08
N° publicacién; WO 2008/135514 A1

(54) Titulo: ¢

‘VACUNA *

{6



, ft SUPERINTAPENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL o
{21} No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 27-11-09

51) Clasificacion Internacional: AG1K 39/116
{71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es): POOLMAN, Jan.

74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31) No.Prioridad  (32) Fecha  (33) Pais 6x6cm
0708522.8 02-05-07 GB
0712658.4 28-06-07 GB
0802108.1 05-02-08 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 02-12-09 (87) Publicacién internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 13-11-08
Fecha de presentacion de la solicitud: 30-04-08 No.Publicacion: WO 2008/135514 A1
No. de solicitud: PCT/EP2008/055383
(54) Titulo: “VACUNA ”

(57) Resumen:

Reivindicacién numero 1. A

Un kit que comprende al menos nueve conjugados de sacaridos, en el que entre dos y siete conjugados de sacaridos inclusive estan
conjugados con fa proteina transportadora CRM, siendo adecuado dicho kit para usar en un calendario de inmunizacién primaria,
comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) un conjugado de sacaridos de Hib en presencia de CRM, DT o cualquier otro derivado de DT, pero que no esta
conjugado con la CRM, DT o cualquier otro derivado de DT;

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM; y

c) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no conjugado con CRM, DT o cualquier ofro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

d) al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM;

e) opcionalmente al menos otro conjugado de sacéridos no conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

- y opcionaimente un tercer envase que opcionalmente comprende al menos un conjugado de sacaridos, en el que
f) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos esta conjugado con CRM; S ‘

g) opcionalmente al menos un conjugado de sacéridos no esta conjugado con CRM, DT o cualquier ofro derivado de DT.
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[0 Box No. IV Lack of unity of invention

X Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i} with regard to novelty, mventlve step or mdustrlal
A apphcablhty. citations’ and explanations supporting such statement

™ Box No, VI Gertain documents cited
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2.  FURTHER ACTION -
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Fax: +49-89 2399 - 4465 . _ Telephone No. +49 89 2399-7810 ~.,.. oo
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Box No. | Basns of the opmlon

,1 W:th regard to the Ianguage this oplnlon has been estabhshed on the basns of:-

>X< the international applucatlon in the Ianguage in Wthh It was filed.

O atranslation of the mternattonal apphcatlon mto WhICh is the language of a translation furnished for the
- purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b). . ’

2. O . This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 ‘(Rule 43bis.1(a))

3. Wnth regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international appllcauon and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
O asequence Iisting
O table(e) related to the sequence listing
b. format of material:
O on paper
0O in electromc form
c. time of filingfurnishing:
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| D filed together with the international application in electromc form.

D furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. D In addition, in the case that more than one version or copy.of a sequence listing andbr table relating thereto

‘has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the apphcatuon as filed or does not go beyond the apphcatton as filed, as
appropriate, were furnished. . '

5. Additional comments:
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Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
mdustnal appllcabmty, cutatlons ‘and explanatlons supportmg such statement

. 1. Statement

O

Novey ) © - Yes: Clams  1:210
- : , © - No: Claims
lnventive step (1IS) .. . Yes: Claims .,

No: Claims = 1-210

industria! applicability (JA) . ".- Yes: Claims - 1-139,148- 164,171-195 (for 140-147, 165-1 70,- 196-210
. ‘ . _see separate sheet) -

No: Claims

2. Citations and expl_anétipns

see se@' rate sheet

"Box No. VI Certam documents crted

1. Certain publlshed documents (Rules 43b/s1 and 70. 10)
~and/or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

‘Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawmgs or on the questlon whether the
claims are fully supported by the descrlptlon are made: .

see separate sheet
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INTERNATIONAL SEARCHING : , '
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1. Concerning section VIII
Clarity, support (Art. 6 PCT) and disclosure (Art. 5 PCT)

The present set of claims comprises 210 claims, at least 15 of which are independent claims.
This lack of conciseness derived from a plurality of claims referring to r'ela_t'ed, subject-matter leads -
to an overall lack of clarity as to the subject-matter for which protec.tion is sought. -
Although the applicati()n refers in a general manner to the subject-matter recited in the claims,
it does not appear to provide adequate support and disclosure for all the envisaged combinations
contained in the claimed kits and for all the various aspects of the claimed methods of decreasing .
bystander interference or of immunising against various diseases using the kits in question. It is not
_clear which of the claims actually cover the only two concrete examples 2 -and 3 described in the -
application, ~ .~ . »
- In view of this gcneral lack of conciseness, clarity and disclosure, it was not possible to carry
. out a comprehensive search. Consequently, the search was limited to the general concepts of
immune interference, particularly bystander interference between DTPa-Hib and CRM197-
containing conjugate vaccines; the adjuvant activity of Pw and IPV components in this type of
~ vaccines; and to the teachings of examples 2 and 3.

2. Concerning section V

2.1 Industrial applicability (Art. 33(4) PCT) -

Claims 140?]47, .]-65-]70, 196-210 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability can be dependent upon
the formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognise as patentable claims to the

use of a compound in medical treatment, but may allow claims to a product, in pamculm substances
- or compositions for use in a first or further medical treatment,

-

2.2, Novelty (Art. 33(2) PCT) and invéntive step (Art. 33(3) PCT)

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1)-(EPO-April 2005)
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The documents referred to below are numbered according to their order of appearance in the
international search report (ISR). Unless otherwise indicated, the relevant passages are those
indicated therein. '

2.2.1 Although the sﬁbject matter appears to refer to aspects known from the prior the art, none
of the available documents appears to disclose.all the features of the present claims. Hence, the -

‘claims appear to.be formally novel. -

2.2.2 The claimed sub]ect -matter does not appear to mvolve inventive step. Starting with
claims 110 and 115, they lack inventive merit over D1 alone or in combination with D2 or D3, as

-explained below.

- D1 (pgs. 30-33) describes the concomitant administration of prevnar or menjugate and .

" infanrix-hexa or the three vaccines in combination to infants. The recipients of menjugate and -

infanrix-hexa and the recipients of prevnar plus menjugate plus infanrix-hexa-achieved a protective
titer against N. meningitidis which did not interfere with the immunogenicity of infanrix- '

hexa. Menjugate and prevnar (7 capsular polysaccharides) use CRM 197 as a.carrier protein (see D1 .

pg- 14 and application, pg. 17). _

D1 (pg. 34) also describes the co- admmnstratlon of infanrix-hexa and MenC-TT Versus
infanrix-hexa and MenC-CRM197 (meningitec). The former combination resulted in higher anti- - '
PRP antibody GMCs than the latter and no impairment of the immune response to the co-

- administered antxgens was observed.

. In view of the above, the skilled person when looking for a combination vaccine compnsmg
nine or more saccharide conjugates, would consider the encouraging results o_btamcd with the co-
administration of prevnar plus menjugate plus infanrix-hexa. He/she would also know from D1 that
the administration of infanrix-hexa.in combination with MenC-TT appears to be advantageous and

- would consider the combina3tion of prevnar plus MenC-TT plus infanrix-hexa. The skilled person

would thus obtain a:combination compusmg at least 8 saccharide conjugates and compnsmg all the
technical features of the combination vaccine defined in claim 115.
Furthermore, since versions of prevnar with higher valency are khown in the art, e.g. the 13-

. valent prevnar of Wyeth (seé D2 and D3), the skilled person would consider replacing the 7-valent

prevnar apparently used in the example of D1 by the 13-valent prevnar, thus arrivingata .

'

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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combination of 73-valent prevnar plus MenC T plus mfanru hexa comprising all the techmcal
features of the product defined in‘claim 110 without the need of inventive skill; Claims'111-114 and

- .116-147 appear to refer to technical features at which the skilled person would arrive using common
knowledge and standard approaches in the art. Hence, these claims are also-considered to lack -
inventive step. - ' .

 2.23The bystander interference related to the co-administration of CRM-conjugates and
sensitive antigens, particularly Hib(PRP-TT), has been document'ed'-,in the prior art. As stated above,
- D1 (pg. 34) reports the enhancement of the anti-PRP GMC when infanrix-hexa was administered
with MenC-TT versus MenC-CRM197. D4 discloses enhanced anti-PRP GMCs when DTPa-Hib
was co-administered with MenC-TT versus MenC-CRM.:D5 reveals that in a study where DTPa-
IPV-Hib'and 7vPCV-CRM (prevnar) were either administered simultaneously or in a-staggered
- fashion, anti-PRP-levels were lower than expected in both groups (pg. 2062) partlcularly in the
staggered administration group. : oL
These observations suggest that CRM interferes with the immune response to Hib(PRP) and-
" that'this may be circuinvented by using other carriers, such as TT, instead:-of CRM. In view of these
“teachings, the method of claims 148 and 164 lacks inventive step. Dependent claims 149-163 also do

not seem to comprise any technical feature capable of rendermg‘the claimed subject-matter
inventive. - o ‘

2.2.4 The kits of independent claims'1, 9, 18, 63; 172, 173,.175 and 177 appear to comprise

! container comprising components which, when used in a combination vaccine, would reduce

~‘bystander interference. However, various cornpon'ents-'of the claimed kits appear to contain-products
known from the prior artand widely used in current vaccination programs (infanrix-hexa, nrevnar,

. MenC-TT). The-particular combinations of those known components seems to render the claims
novel. However, bystander interference of CRM-conjugates with sensitive antigens and ways to
circumvent it are known from the prior art (see above). In view of this and of the fact that no
surprising technical effect has been shown for the claimed kits and for their use in methods of
immunization,; it is not possible to 1ecogmse inventive step over the entire scope of claims 1,9, 18,

.63, 172,-173, 175 and 177 and of their conespondmg dependent claims '

2.2.5 Claims 196 is-directe'd toa method of administering Pa at birth and Hib in a primary

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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immunization schedule; wherein Hib is. administered in a vaccine not comprising. DTPa.

‘The fact that Pa admlmstered at birth results in anti-Pa-antibodies and that it may confer
piotection against pertussis disease is known from D6 and D7. .

A Hib-containing vaccine not comprising DTPa is also known (Hib-MenC-TT; D8) and it has

~ been shown to induce protective MenC and Hib responses in infants. Hence, unless an unexpected

effect is shown for the method of claims 196 ans 197, inventive step cannot be recognised.
Similarly, since HB vaccines not comprising DTPa are known in the art (see D9), claims 198 is also

considered to lack inventive step. The same applies to dependent claims 199-210.

2.2.6 For the sake of completeness, some observations concerning examples 2 and 3 are A

pertinent. Example 2 describes the concomitant édministration of a vaccine comprising 11 capsular
- saccharides from S. pneumoniae conjugated to various carrier protems (TT, PD, DT) and 1nfanr1x-
* hexa. The anti-PRP GMC is said to increase until 4 conjugates are on TT and then to drop: It i is

concluded that "the incorporation of smnll co-administered amount of TT leads to 1mproved Hib
PRP-TT immune response”. ' ‘

~ The use of different carriers in a composition comprising 11 or more saccharide conjugates
from S. pneumoniae has been described in D10 and D11. In D11 serotypes 6B, 19F and 23F are
conjugated to one carrier and the remaining serotypes to one or more different carriers. This is said
to minimise the influence that conjugates of one serotype exert in the immune response to
conjugates of other serotypes (pgs. 1 and 2). An increase in the anti-PRP GMC when MenC-TT is
co-administered with infanrix-hexa has been reported in D1 (pg. 34). However, none of these

documents appears to suggest that, when administering a 11-valent composition comprising

saccharide conjugates from various serotypes of S. pneumonia, together with infanrix-hexa, a .high'er
anti-PRP GMC would be obtained when 3-4 conjugates of the polyvalent composition are on TT.

This result thus seems unexpected and might serve as a basis for drafting new claims.

Example 3 describes the administration of Pa or HB at birth followed by infanrix- hexa at2,4
and 6 months. The anti-PRP and anti-TT GMCs were lower in the former group. As explalned '
above, D6 and D7 dxsclose the administration of DTPa at birth and suggest that it should be
considered to protect infants under 6 months against pertussis disease. In view of this, the skilled
person would have been highly motivated to investigate the effect of the administration of Pa at birth
on other standard vaccines routinely administered to infants, such as infanrix-hexa. He/she wou]d

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) {EPO-April 2005)
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: have been able to do that usmg standard apploaches in the art and would have arrived at the 1esults

presented in example 3. Hence 1t does not seem posslble to conslder those Tresults as surpnsmg or
unexpected I ' ' ‘

3. C'()ncerning section VI

' W02007/071707 and Dagan et al. might be found relevant during the regional phase.

. Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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VB62440 1
VACUNA
RESUMEN OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

5 | La presente invencién se refiere al campo de las vacunas y en
particular a vacunas combinadas y calendarios de administracion
conjunta. Los presentes inventores describen que el uso excesivo de
CRM en las vacunas pediatricas puede provocar interferencia inmunitaria
inespecifica con ciertos antigenos y proporcionan soluciones a este

10 problema.
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VB62440 2
VACUNA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las vacunas y en
particular a calendarios de inmunizacién primaria, y kits para realizar
dichos calendarios de inmunizacion.

ANTECEDENTES

El creciente nUmero de vacunas recomendadas para la
administracién en los calendarios de inmunizacién infantiles rutinarios
hace que sea esencial el uso de vacunas combinadas para minimizar la
incomodidad y mantener un cumplimiento alto. La incorporacién de
vacunas recientemente introducidas se vera muy facilitada si pueden
usarse combinadas con las vacunas actuales. Sin embargo, las vacunas
combinadas conlievan el riesgo de que los antigenos interfieran con la
respuesta inmunitaria a otros antigenos presentes en las vacunas, y del
mismo modo la administraciéon conjunta de diferentes vacunas comporta
un riesgo similar. La OMS recientemente ha publicado en el Weekly
epidemiological record (N.° 12, 23 de marzo de 2007) que las vacunas
“no deberian interferir de forma significativa con la respuesta inmunitaria
a otras vacunas que se administren de forma simultanea’. Por lo tanto,
existe un reconocimiento a nivel mundial de la importancia de controlar
las respuestas inmunitarias en estas situaciones y de minimizar riesgo de
interferencia inmunitaria.

El CRM-197 es un transportador popular para los antigenos de

sacaridos, y ya se ha usado en los calendarios de inmunizacién primaria



s

10

15

20

en vacunas autorizadas, que incluyen por ejemplo Prevnar® y
Meningitec®. Sin embargo, el presente inventor ha encontrado que CRM
puede tener un efecto negativo sobre la respuesta inmunitaria a ciertos
antigenos, que en el presente documento se denominan antigenos
sensibles. El inventor ha encontrado también otras formas recientemente
valoradas en las que puede producirse la interferencia inmunitaria con un
antigeno sensible, y procedimientos por los que puede minimizarse.

La vacunacion contra la enfermedad de |a tos ferina introducida en
los afios 40 ha tenido mucho éxito en la reduccién de la morbilidad y
mortalidad debidas a esta enfermedad en nifios y bebés. En los paises
con una elevada vacunacion contra la tos ferina en bebés, este éxito se
ha visto acompanado en las Ultimas décadas por una desviacién en la
epidemiologia de la enfermedad a grupos de mas edad y a bebés muy
pequefios, que presentan un mayor riesgo de complicaciones graves.

Los calendarios de vacunacion que se inician a las 6 - 8 semanas
de edad dejan un intervalo de varios meses en los que €l bebé no
inmunizado o parcialmente inmunizado puede ser vulnerable a la
infeccion por tos ferina debido al contacto intimo. La vacunacién neonatal
muy temprana contra la tos ferina puede ser una forma de proteger a los
bebés muy pequefios, al reducir el periodo durante el que son
vulnerables a la enfermedad. Debido a la inmadurez parcial del sistema
inmunitario al nacer, la inmunizacién neonatal generalmente no produce
una rapida respuesta de anticuerpos, sino que puede provocar una

impresion inmunoloégica eficiente que puede actuar como base para las
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futuras respuestas (Siegrist CA. Neonatal and early life vaccinology.
Vaccine 2001, 19: 3331-3346).

Esta estrategia se investigd en los 60 usando la vacuna de DTPw
disponible en aquel momento, lo que produjo una “paralizacion
inmunitaria” temporal, con respuestas inmunitarias menores que con el
calendario de vacunacion posterior clasico (Provenzano W, Wetterlow
LH, Sullivan CL. Immunization and antibody response in the newborn
infant. | — Pertussis inoculation within twenty-four hours of birth. 1965
NEJM: Vol. 273 n.° 17: 959-965). La viabilidad de la estrategia que usaba
vacunas combinadas de tos ferina acelular con DTPa se demostrd
posteriormente en un estudio preclinico de Siegrist y cols. (Roduit C,
Bozzotti P, Mielcarek N, y cols. Immunogenicity and protective efficacy of
neonatal vaccination against Bordetella pertussis in a murine model:
evidence for early control of pertussis. Infect Immun. Julio de 2002; 70(7):
3521-8).

Los inventores disefiaron un estudio clinico para evaluar la
viabilidad de una dosis al nacer de vacuna de Pa para acelerar el
desarrollo de respuestas de anticuerpos contra la tos ferina. Se investigd
el efecto de la respuesta de anticuerpos a un calendario de inmunizacion
primaria.

SUMARIO DE LA INVENCION

El presente inventor ha encontrado que el uso excesivo de CRM u
otros antigenos potentes (véase la definicion mas adelante), por ejemplo
en forma de un transportador conjugado con sacaridos, puede provocar

respuestas  inmunitarias reducidas a  antigenos  sensibles;

2%
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. sorprendentemente incluso si CRM no esta conjugado con el antigeno

sensible e incluso si el antigeno sensible y CRM no estan en el mismo
envase pero se administran a la vez o se administran de forma alternante
durante la inmunizacién primaria.

Por consiguiente, en una realizacion de la invencion, se
proporciona un kit de vacuna que comprende al menos nueve
conjugados de sacaridos, en el que entre dos y siete conjugados de
sacaridos inclusive estan conjugados con la proteina transportadora
CRM, siendo adecuado dicho kit para usar en un calendario de
inmunizacién primaria, comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) un conjugado de sacaridos de Hib en presencia de CRM, DT o
cualquier otro derivado de DT, pero que no esta conjugado con la CRM,
DT o cualquier otro derivado de DT;

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos conjugado
con CRM; y

¢) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

d) al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM;

e) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende

al menos un conjugado de sacaridos, en el que

30
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f) opcionalmente al menos un conjugado de sacédridos esta
conjugado con CRM,;

g) opcionalmente al menos un conjugado de sacéridos no esta
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

A no ser que se haya definido de forma especifica mas arriba, los
nueve o mas sacaridos pueden estar distribuidos de cualquier forma
entre los envases de la invencion.

Por lo tanto, cuando Hib (un antigeno sensible) esta es en una
vacuna en un primer envase de la invencion en presencia de un derivado
de DT (por ejemplo DT libre en una vacuna de DTP), puede
administrarse conjuntamente con hasta 7 conjugados que estan en CRM
(por ejemplo Prevnar® en un segundo envase). Sin embargo, si se
afiade un noveno o mas conjugado de sacaridos al esquema de
inmunizacién primaria (por ejemplo un sacarido de Neisseria meningitidis
tal como MenC) en el primero, segundo o tercer envase entonces este
deberia estar conjugado con una proteina transportadora distinta de
CRM.

Asi, cuando CRM no esta presente en el mismo envase que el
antigeno sensible Hib, la fuente de DT del primer envase puede ser una
vacuna de DTP.

La siguiente tabla proporciona ejemplos de vacunas que pueden
administrarse conjuntamente usando los kits de la invencién tal como se

ilustran en la realizacién anterior.

'-1€r

envase 2° envase 3* envase

Infanrix®-hexa Prevnar® MenC(Y)-TT
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Infanrix®-hexa / | Prevnar® /
MenC(Y)-TT
Infanrix®-HB-IPV /| Prevnar® /

Hib-MenC(Y)-TT

La dosis media de CRM por conjugado de sacaridos
opcionalmente no deberia exceder una cierta carga. Por lo tanto en una
realizacién de la invencién, el kit tal como se describe anteriormente
contiene una dosis media de CRM por conjugado de sacaridos
conjugado con CRM de 1-15 pg, 1-10 pg, 1-5 pg o 1-3 pg. En una
realizacién adicional de la invencién, el kit tal como se describe
anteriormente contiene una carga total de CRM inferior a 35 pg, por
ejemplo 2-30 g, 5-25 pg o 10-20 pg.

Por lo tanto, en los kits de la invencién, 3 de los 9 (o mas)
sacaridos pueden estar conjugados con CRM. De estos 3, uno puede
tener 2 ug de CRM, uno puede tener 4 ug de CRM y uno puede tener 6
ug de CRM. En este contexto, la carga media de CRM en el kit es de 12
pg./ 3 =4 ug.

De forma similar, se ha encontrado que el antigeno superficial de
HB (HB) es un antigeno sensible por ejemplo a CRM, y el inventor ha
encontrado un limite en el uso de CRM, por ejemplo como transportador
de un sacarido, mas alla del cual se reduce la respuesta inmunitaria al
antigeno sensible.

Por consiguiente en una realizacion adicional de la invencién se

proporciona un kit de vacuna que comprende al menos siete conjugados

32
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de sacdridos, en el que entre dos y seis conjugados de sacaridos
inclusive estan conjugados con la proteina transportadora CRM, siendo
dicho kit adecuado para usar en un calendario de inmunizacion primaria,
comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) HB en presencia de CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio;

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos conjugado
con CRM; y

c) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

d) al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM;

e) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende
al menos un conjugado de sacaridos en el que

f) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos esta
conjugado con CRM,;

opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no esta
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

Por lo tanto, HB puede estar presente en el primer envase en el
contexto de una vacuna de DTP tal como Infanrix®-hexa, una vacuna

contra estreptococos heptavalente en la que no mas de 6 sacaridos
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estan conjugados con CRM puede estar presente en el segundo envase
y MenC-TT puede estar presente en el tercer envase.

La dosis media de CRM por conjugado de sacaridos
opcionalmente no deberia exceder una cierta carga. Por lo tanto en una
realizacion dé la invencion, el kit tal como se describe anteriormente
contiene una dosis media de CRM por conjugado de sacaridos
conjugado con CRM de 1-9 ug, 1-6 pg, 1-5 pg o 1-3 pg. En una
realizacion adicional de la invencion, el kit tal como se describe
anteriormente contiene una carga total de CRM inferior a 20 pg, por
ejemplo 2-18 g, o 5-1‘5 Hg.

Ademas, el inventor sugiere un modo por el que mas de 7 / 8
sacaridos relacionados con los antigenos sensibles HB / Hib pueden
estar conjugados con CRM y administrarse con el / los antigeno(s)
sensible(s), de forma especifica asegurandose de que el antigeno
sensible no esta en el mismo envase que vacunas que contienen CRM,
DT o cualquier otro derivado de DT. Asi, en una realizacién adicional de
la invenciéon se proporciona un kit de vacuna que comprende al menos
ocho conjugados de sacaridos conjugados con proteina transportadora
CRM, adecuados para usar en un calendario de inmunizacién primaria,
comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) un antigeno sensible que no estad en presencia de CRM, DT o
cualquier otro derivado de DT, y

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

e
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y un segundo envase que comprende

c) al menos siete, ocho, diez, once, trece, catorce o quince
conjugados de sacaridos conjugados con CRM,;

d) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende
al menos un conjugado de sacaridos en el que

e) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos esta
conjugado con CRM;

f) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no esta
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

Este kit tiene una vacuna en un primer envase que no esta en
presencia de derivado de DT, por ejemplo que no esta en presencia de
una vacuna de DTP o un sacarido conjugado con CRM, por lo tanto no
tendra tendencia a la interferencia inespecifica relacionada con CRM y
puede coadministrarse con ocho o mas conjugados conjugados con
CRM, por ejemplo un conjugado neumocdécido 13-valente de sacaridos
conjugados con CRM en el segundo envase o Prevnar® + MenCCRM en
un segundo / tercer envase.

La siguiente tabla proporciona ejemplos de vacunas que pueden
administrarse conjuntamente usando los kits de la invencion tal como se

ilustran en la realizacién anterior.

1 envase 2° envase 3 envase

Hib o HB Prevnar® (0 9, 10, 11, | DTP

13 0 mas sacaridos en
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CRM)
Hib o HB Prevnar® +  MenC- | DTP
CRM
Hib o HB Prevnar® + DTP MenC-CRM
Hib o HB Prevhar® + MenC-| /
: CRM + DTP

Hib o HB + MenC-TT | Prevnar® (o0 9, 10, 11, | DTP

13 0 mas sacaridos en

CRM)
Hib o HB + MenC-TT Prevnar® + DTP {
Hib o HB Prevnar® (0 9, 10, 11, | DTP

13 o mas sacaridos en

CRM) + MenC-TT

Hib o HB Prevnar® + DTP MenC-TT
Hib o HB Prevnar® (0 9, 10, 11, /
’, 13 o0 mas sacaridos en
¢ CRM) + MenC-TT +
DTP

Ademas, el inventor sugiere un modo por el que mejorar la
reduccién en la respuesta inmunitaria al antigeno sensible minimizando
el nimero de sacaridos que estan conjugados con CRM. Asi, en una

5 realizacién adicional de la invencion se proporciona un kit de vacuna que
comprende siete 0 mas conjugados de sacaridos en el que menos de

siete (por ejemplo 6, 5, 4, 3, 2, 1 6 0) conjugados de sacaridos estan
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conjugados con la proteina transportadora CRM, siendo dicho kit
adecuado para usar en un calendario de inmunizacion primaria,
comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) conjugado de sacdridos de Hib, no conjugado con CRM, DT o
ningun otro derivado de DT;

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacéridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende opcionalmente al menos 7
conjugados de sacaridos en el que

c) menos de siete (por ejemplo 6, 5, 4, 3, 2, 1 6 0) sacaridos
conjugados con CRM,

y opcionalmente un tercer envase que comprende

d) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

Dicho kit podria comprender Infanrix®-hexa en el primer envase,
Synflorix® en el segundo envase y una vacuna de conjugado de
sacaridos capsulares de meningococos en el tercer envase.

La siguiente tabla proporciona ejemplos de vacunas, en las que
no hay antigenos con CRM, que pueden administrarse conjuntamente
usando los kits de la invencion tal como se ilustran en la realizacion

anterior.

Vacuna que contiene DTP- | Synflorix® Men(AW)YC(Y)-TT

Hib, tal como Infanrix®-hexa

Hib Synflorix® + | DTP

33+
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MenC-TT
Hib DTP + Synflorix® | MenC-TT
Hib Synflorix® DTP + MenC-TT
Hib DTP + Synflorix® | /

+

MenC-TT
Hib + MenC-TT Synflorix® DTP
HibMenC(Y)(AW)-TT Synflorix® DTPaHBIPV
DTPaHBIPVHibMenC(Y)(AW) Synflorix® 7

La siguiente tabla indica que vacunas deberian no deberian

administrarse conjuntamente de acuerdo con las realizaciones de la

invencion:

Calendarios de inmunizacion | Posibles efectos sobre

primaria

valoraciéon inmunitaria

la

Hexavac® + Prevnar® HB] PS6B|,
Infanrix®-hexa + Prevnar® PS6Bt HB OK
Pediacel® + Prevnar® PS6B|.
Infanrix®-hexa + MenC-CRM Bien

Infanrix® penta + MenC-CRM Bien
Pediacel® + MenC-CRM Bien
Infanrix®-Hib + MenC-CRM Hib}

Hexavac® + MenC-TT

HibT
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Infanrix®-hexa + MenC-TT Hib1,
Pediacel® + MenC-TT Hibt
Pediacel® + Prevnar® + MenC- | Hib]
CRM

DTPa + HibMenC(Y)-TT Bien
DTPa(HB)PVHIib + Synflorix® Hibt

Infanrix®-HB-IPV 7 Hib-MenC(Y)-TT | Bien
+ Synflorix®*

Infanrix®-HB-TPV 7 Hib-MenC(Y)-TT | Hib]

+ Prevnar®*

DTPa(HBIPV)Hib + 13v Prevnar Hib]

Pa al nacer, después Infanrix®- | Hib| HB| (véase el ejemplo 3)

hexa

*Hipétesis basadas en los principios que se describen en el
presente documento, que sin embargo deben analizarse todavia.

1y | significa que la respuesta al antigeno relevante aumenta o
disminuye respectivamente comparada con si la vacuna que contiene
DTP (por ejemplo Infanrix®-hexa) se administra sin ninguna otra vacuna
adicional (es decir no se administra conjuntamente).

En una realizaciéon adicional de la presente invencién se
proporciona una vacuna combinada adecuada para la inmunizacion
primaria que comprende nueve 0 mas conjugados de sacaridos;

a) en la que el conjugado de sacaridos de Hib esta presente pero

no esta conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,
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b) en la que entre dos y siete conjugados de sacaridos inclusive
estan conjugados con CRM,;

c) en la que otro u otros conjugado(s) de sacaridos no esta
conjugado con CRM.

La dosis media de CRM por conjugado de sacaridos
opcionalmente no deberia exceder una cierta carga. Por lo tanto en una
realizacién de la invencion, la vacuna combinada tal como se describe
anteriormente contiene una dosis media de CRM por conjugado de
sacaridos conjugado con CRM de 1-15 ug, 1-10 pg, 1-5 ug o 1-3 pg. En
una realizacién adicional de la invencién, la combinacién tal como se
describe anteriormente contiene una carga total de CRM inferior a 35 ug,
por ejemplo 2-30 g, 5-25 yg o0 10-20 ug.

En una realizacién adicional de la presente invencion se
proporciona una vacuna combinada adecuada para la inmunizacion
primaria que comprende siete 0 mas sacaridos;

a) en la que esta presente HB;

b) en la que entre dos y seis conjugados de sacaridos inclusive
estan conjugados con CRM;

c) en la que otro u otros conjugado(s) de sacaridos no estan
conjugados con CRM.

La dosis media de CRM por conjugado de sacaridos
opcionalmente no deberia exceder una cierta carga. Por lo tanto en una
realizacién de la invencion, la vacuna combinada tal como se describe
anteriormente contiene una dosis media de CRM por conjugado de

sacaridos conjugado con CRM de 1-9 ug, 1-6 pg, 1-5 pg o 1-3 pg. En
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una realizacién adicional de la invencién, la combinacién tal como se
describe anteriormente contiene una carga total de CRM inferior a 20 ug,
por ejemplo 2-18 ug o 5-15 ug.

IPV puede administrarse junto con el antigeno sensible en kits o
vacunas combinadas de la invencién ya que tiene un efecto positivo
sobre la respuesta inmunitaria al antigeno sensible (es decir, actua como
inmunomodulador — véase la definiciéon). Para obtener dichos efectos
positivos, es importante que la vacuna con IPV esté presente en el
mismo envase que el antigeno sensible. Pw de forma similar puede
actuar como inmunomodulador.

Por lo tanto, en una realizacion, se proporciona un kit o vacuna
combinada de la invencién en los que el envase con el antigeno sensible
ademas comprende IPV.

En una realizacién adicional, se proporciona un kit o vacuna
combinada de la invencién en los que el envase con el antigeno sensible
ademas comprende Pw.

En otra realizacion se proporciona un procedimiento de
administrar los kits 0 vacunas combinadas de la invencién.

En una realizacién de la presente invencién se proporciona un
procedimiento de disminuir la interferencia inespecifica de CRM en un
antigeno sensible en un calendario de inmunizacién primaria de una
vacuna que comprende una o mas de las siguientes etapas

a) disminuir la cantidad de CRM y/o el numero de conjugados en
CRM en la vacuna (por ejemploa 7,6, 5, 4, 3, 2,16 0),

b) incluir IPV en la vacuna que comprende el antigeno sensible;
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¢) incluir Pw en la vacuna que comprende el antigeno sensible;

d) disminuir la dosis de DT en la vacuna que comprende el
antigeno sensible;

e) aumentar la dosis del antigeno sensible;

f) si Pa estd presente en la vacuna que comprende antigeno
sensible, reducir la dosis de Pa o el niumero de componentes de Pa;

g) eliminar CRM de la vacuna que comprende el antigeno
sensible, o eliminar CRM completamente del kit, o eliminar los derivados
de CRM, DT y DT de la vacuna que comprende el antigeno sensible.

En una realizacién adicional de la presente invencion se
proporciona un procedimiento de disminuir la interferencia inespecifica
en un antigeno sensible cuando se usa un kit que comprende ocho o
mas conjugados de sacaridos conjugados con CRM, que comprende

un primer envase que comprende

a) un(os) antigeno(s) sensible(s) en presencia de CRM, DT o
cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

b) siete 0 mas conjugados de sacaridos conjugados con CRM,;

c) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionaimente un tercer envase que opcionalmente comprende
al menos un conjugado de sacaridos que esta

d) opcionalmente conjugado con CRM,;

e) opcionalmente no conjugado con CRM,

4,
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que comprende la etapa de eliminar todo CRM, DT o cualquier
otro derivado de DT del envase que comprende el antigeno sensible o
reducir el nimero de conjugados de sacaridos conjugados con CRM a no
mas de siete (por ejemplo 6, 5, 4, 3, 2, 1 6 0).

En una realizacion adicional de la presente invencion se
proporciona un procedimiento de inmunizar contra una enfermedad
provocada por Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
difteriae, virus de la hepatitis B, Haemophilus influenzae de tipo b,
Streptococcus pneumonia y Neisseria meningitidis usando el kit o
vacunas combinadas de la invencién, en el que

a) cada antigeno del kit o la vacuna combinada se administra 2-3
veces en un calendario de inmunizacién primaria,

b) Hib no esta conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado
de DT,

c) hay 7 o mas conjugados de antigenos de sacaridos capsulares
de Streptococcus pneumonia;

d) hay uno o mas conjugado(s) de antigenos de sacaridos
capsulares de Neisseria,

e) el numero de antigenos de sacaridos capsulares de
Streptococcus pneumonia y Neisseria meningitidis conjugados con CRM
es inferior a 8.

En una realizacion adicional de la presente invencion se
proporciona un procedimiento de inmunizar contra una enfermedad
provocada por Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium

difteriae, virus de la hepatitis B, Haemophilus influenzae de tipo b,
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Streptococcus pneumonia y Neisseria meningitidis usando el kit o vacuna
combinada de la invencion, en el que

a) cada antigeno del kit o vacuna combinada se administra 2-3
veces en un calendario de inmunizacién primaria;

b) se reduce la dosis de Pa o el nimero de componentes de Pa.

El presente inventor ha observado que los antigenos Pa pueden
tener un efecto negativo sobre la respuesta inmunitaria a antigenos
sensibles.

Por lo tanto, en una realizacion, se proporciona un kit, vacuna
combinada o procedimiento de la invencién en el que si esta presente
Pa, esta presente PT (o derivado de PT) en Pa a una dosis que no
supera 10 g, 1-9, 1,5-8, 2-6, 2,5-5 pg por dosis de 0,5 ml.

En una realizacion adicional, se proporciona un kit, vacuna
combinada o procedimiento de Ia invencion en el que si esta presente
Pa, esta presente FHA en Pa a una dosis que no supefa 10 pg, 1-9, 1,5-
8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

En una realizacién adicional, se proporciona un kit, vacuna
combinada o procedimiento de la invencién en el que si esta presente
Pa, esta presente PRN en Pa a una dosis que no supera 6 ug, 0,5-6, 0,8-
5, 1-4, 2-3 pg por dosis de 0,5 ml.

En una realizacién adicional se proporciona un Kit, vacuna
combinada o procedimiento de la invencién en el que si esta presente
Pa, esta presente PT en Pa a una dosis de aproximadamente 2,5 ug,

esta presente FHA en Pa a una dosis de aproximadamente 2,5 ug y esta
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presente PRN en Pa a una dosis de aproximadamente 0,8 ug por dosis
de 0,5 mi.

En una realizacién adicional se proporciona un kit, vacuna
combinada o procedimiento de la invencién en el que si esta presente
Pa, esta presente PT en Pa a una dosis de aproximadamente 5 pg, esta
presente FHA en Pa a una dosis de aproximadamente 5 ug y esta
presente PRN en Pa a una dosis de aproximadamente 2,5 pg por dosis
de 0,5 ml.

DEFINICIONES
Aproximadamente o en torno a: +10% del valor que se cita, pero
deberia ser acorde al contexto de uso.

Interferencia inespecifica: el efecto en la respuesta inmunitaria a
un antigeno sensible (tal como sacarido capsular Hib o antigeno
superficial de la hepatitis B) cuando se administra(n) antigeno(s)
potente(s) tal como CRM197 junto con antigeno(s) sensible(s). Dicha
interferencia puede observarse incluso si los antigenos potentes vy
sensibles no se administran en el mismo envase de vacuna, pero se
administran conjuntamente o se administran en un calendario de
inmunizacién primaria alternante. Por ejemplo CRM que se administra
conjuntamente con una composicién que comprende antigeno sensible y
DT.

Administracién conjunta: la administracion de dos o mas
antigenos en vacunas separadas que se administran en el mismo sitio o
en sitios diferentes, durante la misma Vvisita al practicante.

Habitualmente, las vacunas muiltiples se administran en sitios diferentes -
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es decir, en sitios que drenan a nédulos linfaticos diferentes, por ejemplo
miembros diferentes. Aunque opcionalmente no tiene que ser este el
caso (las vacunas pueden administrarse en sitios que drenan al mismo
nédulo linfatico).

Vacuna combinada: una vacuna que confiere proteccion contra
dos o mas enfermedades usando dos o mas restos antigénicos
diferentes.

CRM: cualquier mutante de toxina de la difteria que inactiva la
toxina de tipo silvestre y que no se ha desintoxicado quimicamente.
CRM-197 es un mutante de DT que se usa habitualmente. Otros
mutantes de DT también pueden incluir CRM176, CRM228, CRM 45
(Uchida y cols J. Biol. Chem. 218; 3838-3844, 1973); CRM 9, CRM 45,
CRM102, CRM 103 y CRM107 y otras mutaciones descritas por Nicholls
y Youle en Genetically Engineered Toxins, Ed: Frankel, Maece! Dekker
Inc, 1992; delecion o mutacién de Glu-148 a Asp, Gin o Ser y/o Ala-158 a
Gly y otras mutaciones que se describen en los documentos US 4709017
o US 4950740; mutacién de al menos uno o mas restos Lys-516, Lys-
526, Phe-530 y/o Lys-534 y otras mutaciones que se describen en los
documentos US 5917017 o US 6455673; o fragmentos que se describen
en el documento US 843711. CRM no cubre la toxina de la difteria, el
toxoide de la difteria ni los toxoides de mutantes de la difteria.

Derivado de DT: un antigeno que es 0 un mutante inactivado de
la toxina.de la difteria (por ejemplo

CRM - véase mas arriba) o una forma quimicamente inactivada

de toxina de la difteria 0 CRM, o cualquier otro mutante o truncado de la
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toxina de la difteria que mantiene la funcidén de provocar anticuerpos que
de forma eépeciﬁca se unen a la toxina de la difteria.

Hexavac®: vacuna combinada de difteria-tétanos-tos ferina
acelular-polio inactivada- vacuna de la hepatitis B-vacuna de
Haemophilus influenzae de tipo b (vacuna de DTPa-IPV-HB / Hib, Sanofi-
Aventis). Contiene 20 Ul de DT, 40 Ul de TT, 25 pyg de PT, 25 pg de
FHA, 40 D-unidades de antigeno poliovirus de tipo 1, 8 D-unidades de
antigeno poliovirus de tipo 2 y 32 D-unidades de antigeno poliovirus de
tipo 3, 12 ug de PRP, 5 pg de HBsAg.

Hib: sacarido capsular de PRP conjugado con una proteina
transportadora. Los kits o vacunas combinadas de la invencion pueden
comprender 1-10 ug de sacarido (por ejemplo 2-8 ug, 5 3-7 ug, 4-6 ug)
por dosis, conjugado con o sin un enlazador tal como ADH. Un ejemplo
de Hib es el antigeno contenido en las vacunas de conjugado conocidas
vacunas tales como Hiberix® (GlaxoSmithKline Biologicals s.a.). Pueden
usarse diversos transportadores proteinicos en el Hib de la invencion,
por ejemplo TT o NTHi PD (documento EP 0594610). Otro posible
transportador proteinico en Hib de la invencion es OMC o OMP
(complejo proteinico de la membrana externa) de Neisseria meningitidis
(por ejemplo tal como para el conjugado Hib-OMC de PedvaxHIB de
Merck & Co. Inc).

Inmunomodulador: antigeno que se administra en una vacuna,
que cuando se administra junto con un antigeno sensible y un antigeno
potente, mejora la respuesta inmunitaria contra la enfermedad provocada

por el organismo del que se deriva el antigeno sensible comparada con
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si el antigeno sensible se administra junto con el antigeno potente
Unicamente.

Los ejemplos incluyen IPV y Pw.

Infanrix®-hexa: vacuna combinada de difteria-tétanos-tos ferina
acelular-hepatitis B-vacuna de polio inactivada-vacuna de Haemophilus
influenzae de tipo b (vacuna de DTPa-HBV-IPV / Hib, GlaxoSmithKline).
Contiene al menos 30 unidades internacionales (Ul) de DT, al menos 40
Ul de TT, 25 pg de PT, 25 ug de FHA, 8 ug de PRN, 10 ug de antigeno
superficial de la hepatitis B (HBsAg), 40 D-unidades de antigeno
poliovirus de tipo 1, 8 D-unidades de antigeno poliovirus de tipo 2, 32 D-
unidades de antigeno poliovirus de tipo 3 y 10 pg de fosfato de
polirribosil ribitol (PRP) conjugado con TT.

Infanrix® penta: vacuna combinada de difteria-tétanos-tos ferina
acelular-hepatitis B-vacuna de polio inactivada (vacuna de DTPa-HBV-
IPV, GlaxoSmithKline). Contiene al menos 30 Ul de DT, al menos 40 Ul
de TT, 25 pug de PT, 25 pg de FHA, 8 ug de PRN, 10 ug de HBsAg, 40 D-
unidades de antigeno poliovirus de tipo 1, 8 D-unidades de antigeno
poliovirus de tipo 2 y 32 D-unidades de antigeno de poliovirus de tipo 3.

Kit: las vacunas en envases distintos pueden envasarse junto con
instrucciones para usar a la vez (pero no en el sentido de mezclar el
contenido de los envases antes de la administracién). De forma
alternativa, las vacunas pueden envasarse por separado con
instrucciones de como se pueden usar con otras vacunas que se

describen en los kits de la invencion.
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Las vacunas en kits de la invencién pueden colorearse o
numerarse o se puede adoptar otro sistema para que los practicantes
reconozcan faciimente qué vacunas / envases deberian administrarse
juntos en los kits de la invencién y cémo y cuando deberian
administrarse (administrarse conjuntamente o administrarse de forma
alternante en un calendario de inmunizacion primaria).

Opcionalmente. en el presente documento en cada caso se
pretende que sea una bae expresa o bien para la caracteristica opcional
que se cita esté presente O esté ausente.

Pa: vacuna de tos ferina acelular, que habitualmente comprende
PT, FHA y PRN, y opcionalmente los aglutinégenos 2y 3.

Pediacel®. vacuna combinada de difteria-tétanos-tos ferina
acelular-vacuna de polio inactivada- vacuna de Haemophilus influenzae
de tipo b (vacuna de DTPa-IPV / Hib, Sanofi-Aventis). Contiene al menos
30 Ul de DT, al menos 40 Ul de TT, 20 pg de PT, 20 ug de FHA, 3 pg de
PRN, 5 ug de FIM2 y FIM3, 40 D-unidades de antigeno poliovirus de tipo
1, 8 D-unidades de antigeno poliovirus de tipo 2 y 32 D-unidades de
antigeno poliovirus de tipo 3 y 10 ug de PRP conjugado con TT.

Prevnar®: una vacuna 7-valente de Streptococcus pneumoniae
constituida por sacaridos capsulares que se derivan de los siguientes
serotipos: conjugados 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, y 23F, todos conjugados
con CRM-197 (Wyeth).

Prevnar 13-valente: Una vacuna 13-valente de Streptococcus
pneumonia constituida por sacaridos capsulares conjugados con CRM-

197 (Wyeth).
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Inmunizaciéon primaria: un calendario de inmunizaciones
habitualmente durante el primer afio de vida, que a menudo comprende
2 6 3 inmunizaciones para cada antigeno, por ejemplo a los 2, 4, 6
meses 0 1, 3, 5 meses o0 2, 3, 4 meses. Los antigenos pueden
administrarse conjuntamente (administrados en la misma Vvisita,
habitualmente en miembros diferentes y de este modo habitualmente
drenan a nédulos linfaticos diferentes) o se administran en un protocolo
alternante. Habitualmente se prefiere la administracién conjunta ya que
implica menos visitas al practicante y por lo tanto conduce a un mejor
cumplimiento.

PS6B:. conjugado de polisacarido capsular derivado de
Streptococcus pneumoniae serotipo 6B.

Derivado de PT: toxina de la tos ferina en vacuna, o de forma
alternativa un mutante que esta inactivado y por lo tanto no requiere
inactivacién quimica.

Sacarido: puede indicar polisacarido u oligosacarido e incluye a
ambos.

Sacarido a menudo se refiere al antigeno de sacarido capsular de
bacterias patégenas por ejemplo Haemophilus influenzae b, Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, y puede ser un polisacarido de
longitud completa o pueden ser sacaridos y oligosacaridos de tamafio
bacteriano (que de forma natural presentan un numero bajo de unidades
repetidas, o que son polisacaridos de tamafio reducido para mayor

manejabilidad, pero que todavia son capaces de inducir una respuesta
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inmunitaria protectora en un huésped) que son notorios en la técnica de
las vacunas (véase por ejemplo el documento EP 497525).

Antigeno sensible: antigeno particularmente susceptible a la
interferencia inmunitaria — en particular a la interferencia inespecifica en
un calendario de inmunizacion primaria. Antigeno que se administra en
una vacuna, que cuando se administra junto con un antigeno potente
(véase mas adelante) produce una respuesta inmunitaria menor contra la
enfermedad provocada por el organismo del que se deriva el antigeno,
comparada con si el antigeno sensible se administra por si solo. Los
ejemplos incluyen el antigeno superficial de la hepatitis B, el antigeno de
Haemophilus influenzae b y PS6B.

Administracion alternante: la administracion de dos o mas
antigenos en un calendario de inmunizacion primaria en vacunas
distintas durante visitas diferentes al practicante. Estas administraciones
habitualmente se distancian en 1-4 semanas o mas.

Antigeno potente: antigeno que se administra en una vacuna,
que cuando se administra junto con (o al mismo tiempo que) un antigeno
sensible produce una respuesta inmunitaria menor contra la enfermedad
provocada por el organismo del que se deriva el antigeno sensible,
comparada con si el antigeno sensible se administra por si sélo. Los
ejemplos incluyen Pa, CRM-197.

Synflorix®: Una vacuna 10 valente de Streptococcus pneumoniae
constituida por los siguientes conjugados: conjugados PS1-PD, PS4-PD,
PS5-PD, PS6B-PD, PS7F-PD, 5 PS9V-PD, PS14-PD, PS18C-TT,
PS19F-DT y PS23F-PD (por ejemplo a una dosisde 1, 3, 1,1, 1,1, 1, 3,

5l
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3, 1 ug de sacarido, respectivamente por dosis humana)
(GlaxoSmithKline) (véase por ejemplo el documento WO2007 / 071707).

DESCRIPCION DETALLADA

Los antigenos en kits y vacunas combinadas de la invencion
estaran presentes en “cantidades inmunolégicamente eficaces” es decir,
la administracion de esa cantidad a un individuo, ya sea en una dosis
unica o como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o
prevencion de una enfermedad. El tratamiento inicial segun los
calendarios de inmunizacién primaria aceptados viene seguido de dosis
de refuerzo segun sea necesario.

Componentes de la vacuna de DTP

Las vacunas de DTP de la invencién confieren proteccion contra
las enfermedades provocadas por Corynebacterium difteriae, Clostridium
tetani y Bordetella pertussis. Habitualmente esta formado por toxoide de
la difteria (DT), toxoide del tétanos (TT) y o bien tos ferina de células
enteras (Pw) o tos ferina acelular (Pa) que esta formada por uno 0 mas
de los componentes que se describen mas adelante.

El antigeno de la difteria es habitualmente un toxoide de la
difteria. La preparacion de toxoides de la difteria (DT) esta bien
documentada. Puede usarse cualquier toxoide de la difteria adecuado.

Por ejemplo, puede producirse DT mediante purificacion de la toxina a

| partir de un cultivo de Corynebacterium difteriae seguido de inactivacion

quimica, pero de forma alternativa se prepara mediante purificacion de
un analogo recombinante, o genéticamente inactivado de la toxina (por

ejemplo, CRM197, u otros mutantes tal como se describe en los
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documentos US 4.709.017, US 5.843.711, US 5.601.827, y US
5.917.017). En una realizacion, el toxoide de la difteria de la invencion
puede estar adsorbido sobre una sal de aluminio tal como hidroxido de
aluminio. En otra realizacién, el toxoide de la difteria de la invencion
puede estar adsorbido sobre una sal de aluminio tal como fosfato de
aluminio. En una realizacién adicional el toxoide de la difteria puede estar
adsorbido sobre una mezcla de ambos: hidréxido de aluminio y fosfato
de aluminio. Los kit 0 vacunas combinadas de la invencion habitualmente
comprenden DT a una dosis de entre 10-120 pg, 50-100 ug, 70-100 pyg o
80-95 yg.

El antigeno del tétanos de la invencién es habitualmente un
toxoide del tétanos. Los procedimientos de preparar los toxoides del
tétanos (TT) son notorios en la técnica. En una realizacién se produce TT
mediante purificacién de la toxina a partir de un cultivo de Clostridium
fetani seguido de inactivacion quimica, pero de forma alternativa se
prepara mediante purificacion de un analogo recombinante, o
genéticamente inactivado de la toxina (por ejemplo, tal como se describe
en el documento EP 209281). Puede usarse cualquier toxoide del
tétanos adecuado. ‘Toxoide del tétanos’ puede comprender fragmentos
inmunoégenos de la proteina de longitud completa (por ejemplo el
Fragmento C — véase el documento EP 478602). En una realizacion, el
toxoide del tétanos de la invencion puede estar adsorbido sobre una sal
de aluminio tal como hidroxido de aluminio. En otra realizacion, el toxoide
del tétanos de la invencién puede estar adsorbido sobre una sal de

aluminio tal como fosfato de aluminio. En una realizacién adicional el
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toxoide del tétanos puede estar adsorbido sobre una mezcla de ambos:
hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio. Los kits o vacunas
combinadas de la invencion habitualmente comprenden TT a una dosis
de entre 10-60 pg, 20-50 pg o 30-48 ug.

El componente de tos ferina de la invencién puede ser acelular
(Pa) en el que se usan antigenos de tos ferina purificados o con células
enteras (Pw) en el que se usa la bacteria de la tos ferina completa
inactivada como componente de tos ferina.

La Pa de la invencion puede estar formada por uno o mas de los
siguientes: toxoide de la tos ferina (PT), hemaglutinina filamentosa
(FHA), pertactina (PRN), aglutinégenos fimbriales FIM2 y FIM3. En
particular puede comprender PT, FHA, PRN, FIM2 o FIM3, o de
PT+FHA, PT+PRN, PT+FIM2, PT+FIM3, FHA+PRN, FHA+FIM2,
FHA+FIM3, PRN+FIM2, PRN+FIM3 o FIM2+FIM3, o de PT+FHA+PRN,
PT+FHA+FIM2, PT+FHA+FIM3, PT+PRN+FIM2, PT+PRN+FIM3,
PT+FIM2+FIM3, FHA+PRN+FIM2, FHA+PRN+FIM3, FHA+FIM2+FIM3 o
PRN+FIM2+FIM3, o de PT+FHA+PRN+FIM2, PT+FHA+PRN+FIM3 o
FHA+PRN+FIM2+FIM3, o de PT+FHA+PRN+FIM2+FIM3.

Los kits o vacunas combinadas de la invencién pueden
comprender PT inactivado mediante un procedimiento notorio de
tratamiento con formaldehido o mediante mutaciones (derivado de PT).

Se ha encontrado que las sustituciones de los restos dentro de la
subunidad S1 de la proteina producen una proteina que mantiene sus

propiedades inmunolégicas y protectoras del PT, pero con una toxicidad
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reducida o sin ella (documento EP 322533). Dichos mutantes pueden
usarse a dosis inferiores a 20- 25ug.

En una realizacién de la invencion, los componentes ‘de Pa estan
presentes a dosis que se usan habituaimente en vacunas autorizadas
(por ejemplo Infanrix®), tal como aproximadamente 25 ug de PT, 25 pg
de FHA'y 8 ug de PRN.

La Pw de la invencién comprende de tos ferina en células enteras
inactivadas. La Pw puede inactivarse por diversos procedimientos, que
incluyen procedimientos sin mercurio. Dichos procedimientos pueden
incluir inactivacion térmica (por ejemplo 56 °C, 10 minutos), formaldehido
(por ejemplo 0,1% a 37 °C, 24 horas), glutaraldehido (por ejemplo 0,05%
a temperatura ambiente, 10 minutos), acetona-l (por ejemplo tres
trataﬁientos a temperatura ambiente) y acetona-ll (por ejemplo tres
tratamientos a temperatura ambiente y cuarto tratamiento a 37 °C)
(véase por ejemplo Gupta y cols., 1987, J. Biol. Stand. 15:87; Gupta y
cols., 1986, Vaccine, 4:185). Los procedimientos de preparar Bordetella
pertussis en células enteras inactivadas (Pw) adecuados para esta
invencion se describen en el documento WO 93 / 24148, al igual que los
procedimientos de formulacién adecuados para producir vacunas DT-TT-
Pw-HepB. En el pasado se ha usado tiomersal en la preparaciéon de
Bordetella pertussis en células enteras inactivadas. Sin embargo, en una

realizacién no se usa en el procedimiento de formulacién de las vacunas

de la presente invencién.
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Habitualmente se usa una dosis de Pw de 5-50 UOI, 7-40 UQI, 9-
35 UOI, 11-30 UOI, 13-25 UOI, 15-21 UOI o aproximadamente o
exactamente 20 UOL.

En una realizacion, el /los componente(s) de la tos ferina de la
invencion puede(n) estar adsorbido(s) sobre una sal de aluminio tal como
hidréxido de aluminio. En otra realizacion, el componente de la tos ferina
de la invencién puede estar adsorbido sobre una sal de aluminio tal
como fosfato de aluminio. En una realizacién adicional el componente de
la tos ferina puede estar adsorbido sobre una mezcla de ambos:
hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio.

Componentes de la vacuna de IPV

La IPV de la invencién puede comprender virus de la polio
inactivado de tipo 1 (por ejemplo Mahoney o Brunhilde), de tipo 2 (por
ejemplo MEF-1), o de tipo 3 (por ejemplo Saukett), o una combinacion de
cualesquiera dos o de los tres tipos. Los kits o vacunas combinadas de la
invencién pueden comprender IPV de tipo 1 o IPV de tipo 2 o IPV de tipo
3, 0 IPV de tipos 1y 2, 0 IPV de tipos 1y 3, o IPV de tipos 2y 3, o IPV
de tipos 1, 2y 3.

Los procedimientos de preparar poliovirus (IPV) inactivado son
notorios en la técnica. En una realizacion, IPV deberia comprender los
tipos 1, 2 y 3 tal como es habitual en la técnica de las vacunas, y puede
ser la vacuna de la polio Salk que se inactiva con formaldehido (véase
por ejemplo, Sutter y cols., 2000, Pediatr. Clin. North Am. 47:287,
Zimmerman & Spann 1999, Am Fam Physician 59:113; Salk y cols.,
1954, Official Monthly Publication of the American Public Health
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Association 44(5):563; Hennesen, 1981, Develop. Biol. Standard 47:139;
Budowsky, 1991, Adv. Virus Res. 39:255).

En una realizacion el IPV no esta adsorbido (por ejemplo antes de
mezclar con otros componentes si estan presentes). En otra realizacion,
el / los componente(s) de la IPV de la invencién puede(n) estar
adsorbido(s) sobre una sal de aluminio tal como hidréxido de aluminio
(por ejemplo antes o después de mezclar con otros componentes si los
hubiera). En otra realizacién, el / los componente(s) de IPV de la
invencién puede(n) estar adsorbido(s) sobre una sal de aluminio tal como
fosfato de aluminio.

En una realizacion adicional el / los componente(s) de IPV de la
invencién puede(n) estar adsorbido(s) sobre una mezcla de ambos:
hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio. Si estan adsorbidos, el uno o
mas componentes de IPV pueden estar adsorbidos de forma separada o
juntos en una mezcla. La IPV puede estabilizarse mediante un
procedimiento de secado particular tal como se describe en el
documento WO2004 / 039417.

Los poliovirus pueden cultivarse en cultivo celular. El cultivo
celular puede ser una linea celular VERO o PMKC, que es una linea
celular continua derivada de rifion de mono. Las células VERO de forma
conveniente pueden ser microtransportadores cultivados. El cultivo de
las células VERO antes y durante la infeccién virica puede implicar el
uso de material derivado de bovinos, tal como suero de ternero, y este

material deberia obtenerse a partir de fuentes que estén libres de
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encefalitis espongiforme bovina (BSE). El cultivo también puede implicar
materiales tales como hidrolizado de lactoalbimina.

Después del cultivo, los viriones pueden purificarse usando

~ técnicas tales como ultrafiltracién, diafiltracion, y cromatografia. Antes de

la administracién a los pacientes, los virus deben inactivarse y esto
puede lograrse mediante tratamiento con formaldehido.

Los virus pueden cultivarse, purificarse e inactivarse de forma
individual y después combinarse proporcionando una mezcla granel para
el uso en vacuna de IPV o para afadir a los antigenos de difteria y
tétanos a los componentes de la tos ferina para las vacunas que
comprenden DTPw-IPV o DTPa-IPV.

Las dosis estandar de vacunas de polio actualmente tienden a
contener 40 D unidades de antigeno de poliovirus de tipo 1 inactivado, 8
D unidades de antigeno de poliovirus de tipo 2 inactivado y 32 D
unidades de antigeno de poliovirus de tipo 3 inactivado (por ejemplo
Infanrix®-1PV™),

En una realizacion, una dosis de vacuna de IPV de la presente
invencion puede comprender 10-36 D unidades de antigeno de IPV de
tipo 1.

En una realizacién, una dosis de vacuna de IPV de la presente
invenciéon puede comprender 2.7 D unidades de antigeno de IPV de tipo
2.

En una realizacion, una dosis de vacuna de IPV de la presente
invenciéon puede comprender 8-29 D unidades de antigeno de IPV de

tipo 3.
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Antigeno de la hepatitis B

La preparaciéon de antigeno superficial de la hepatitis B (HBsAg)
estd bien documentada. Véase por ejemplo, Hartford y cols., 1983,
Develop. Biol. Standard 54:125, Gregg y cols.,, 1987, Biotechnology
5:479, documentos EP0226846, EP0299108. Puede prepararse de la
forma siguiente. Un procedimiento implica purificar el antigeno en forma
de particulas a partir de plasma de portadores crénicos de hepatitis B,
dado que sintetizan grandes cantidades de HBsAg en el higado y son
liberadas al torrente sanguineo durante una infeccién por HBV. Otro
procedimiento implica expresar la proteina mediante procedimientos de
recombinacion de ADN. El HBsAg puede prepararse mediante expresion
en la levadura Saccharomyces cerevisiae, pichia, en células de insecto
(por ejemplo Hi5) o en células de mamifero. El HBsAg puede insertarse
en un plasmido y su expresion en el plasmido puede controlarse
mediante un promotor tal como el promotor “GAPDH” (a partir del gen de
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). La levadura puede cultivarse
en un medio de sintesis.

El HBsAg después puede purificarse mediante un procedimiento
que implica etapas tales como precipitacion, cromatografia por
intercambio idnico y ultrafiltracion. Después de la purificacién, el HBsAg
puede someterse a dialisis (por ejemplo con cisteina). El HBsAg puede
usarse en forma de particulas.

Tal como se usa en el presente documento la expresion “antigeno
superficial de la hepatitis B” o “HBsAg” incluye cualquier antigeno de

HBsAg o fragmento del mismo que presenta la capacidad de antigeno
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del antigeno superficial de HBV. Se entendera que ademas de la
secuencia de 226 aminoacidos del antigeno HBsAg S (véase Tiollais y
cols., 1985, Nature 317:489 y las referencias del mismo) HBsAg tal como
se describe en el presente documento puede, si se desea, contener todo
o parte de una secuencia de pre-S tal como se describe en las
referencias anteriores y en el documento EP0278940. En particular, el
HBsAg puede comprender un polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos 133-145 seguidos de los
restos 175-400 de la proteina L de HBsAg respecto al marco de lectura
abierto en un virus de la hepatitis B de serotipo ad (este polipéptido se
denomina L*; véase el documento EP0414374).

El HBsAg dentro del alcance de la invencion también puede incluir
el polipéptido preS1-preS2 —-S que se describe en el documento
EP0198474 (Endotronics) o sus andlogos tal como los que se describen
en el documento EP0304578 (McCormick y Jones). HBsAg tal como se
describe en el presente documento también puede referirse a mutantes,
por ejemplo el “mutante de escape” que se describe en el documento
WO 91 / 14703 o EP0511855A1, especialmente HBsAg en el que la
sustitucion del aminoacido de la posicion 145 es una arginina por glicina.

E! HBsAg puede estar en forma de particulas. Las particulas
pueden comprender por ejemplo proteina S sola o puede ser particulas
compuestas, por ejemplo L*, S) donde L* es tal como se define mas
arriba y S denota la proteina S de HBsAg. Dicha particula de forma

ventajosa esta en la forma en la que se expresa en las levaduras.
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En una realizacién, HBsAg es el antigeno que se usa en
EngerixB® (GlaxoSmithKline Biologicals S.A.), que ademas se describe
en el documento WO93 / 24148.

El antigeno superficial de la hepatitis B puede estar adsorbido
sobre fosfato de aluminio, lo que puede realizarse antes de mezclar con
los otros componentes (se describe en el documento WO93 / 24148). El
componente de la hepatitis B deberia ser sustancialmente libre de
tiomersal (el procedimiento de preparacion de HBsAg sin tiomersal se ha
publicado anteriormente en el documento EP1307473).

Los kits o vacunas combinadas de la invencién pueden
comprender HB a una dosis de aproximadamente 10 pg.

Antigeno(s) de Haemophilus influenzae b _

Las vacunas que comprenden antigenos de Haemophilus
influenzae de tipo b se han descrito en el documento WO97/00697. Las
vacunas de la invencion pueden usar cualquier antigeno Hib adecuado.
El antigeno puede ser sacarido capsular (PRP) de Hib conjugado o
mezclado con una proteina transportadora. El sacarido es un polimero
de ribosa, ribitol y fosfato. El antigeno Hib opcionalmente puede estar
adsorbido sobre fosfato de aluminio tal como se describe en el
documento WO97/00697, o puede estar no adsorbido tal como se
describe en el documento W002/00249 o puede no haber sufrido un
procedimiento especifico de adsorcion.

Por un antigeno que "no se ha adsorbido sobre una sal adyuvante
de aluminio" en el presente documento se quiere decir que no esta

implicada ninguna etapa de adsorcion expresa o dedicada para el
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antigeno sobre la sal adyuvante de aluminio fresca para la formulacion
de la composicién.

Hib puede estar conjugado con cualquier transportador que
puede proporcionar al menos un epitopo de linfocito cooperador T, y
puede ser toxoide del tétanos, toxoide de la difteria, proteina D u OMC
de N. meningitidis.

Hib puede liofilizarse y puede reconstituirse de forma
extemporanea (por ejemplo con diluyente, que opcionalmente
comprende otros componentes antigénicos de las vacunas de la
invencion).

En una realizacion, Hib esta presente a una dosis baja (por
ejemplo 1-6 ug, 2-4 ug o aproximadamente o exactamente 2,5 ug) tal
como se describe en el documento WO 02/00249.

En una realizacion, los kits y vacunas combinadas de la invencion
comprenden Hib a una dosis de aproximadamente 10 ug. En otra
realizacién, los kits y vacunas combinadas de la invencion pueden
comprender Hib a una dosis de aproximadamente 2,5 ug.

Antigenos de Neisseria meningitidis de tipos A, B, C, W-135 o

Los kits o vacunas combinadas de la invencion pueden
comprender uno o mas sacaridos capsulares de una bacteria que se
selecciona del grupo constituido por N. meningitidis de tipo A, N.
meningitidis de tipo b, N. meningitidis de tipo C, N. meningitidis de tipo Y

y N. meningitidis de tipo W-135 (en lo sucesivo denominado W).

E2.
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En particular los kits o vacunas combinadas de la invencion
pueden comprender conjugado de sacaridos capsulares de Neisseria
meningitfdis de la cepa A, B, C, Y o W, o de las cepas A+B, A+C, A+Y,
A+W, B+C, B+Y, B+W, C+Y, C+W o Y+W, o de las cepas A+B+C,
A+B+Y, A+B+W, A+C+Y, A+C+W, B+C+Y, B+C+W o C+Y+W, o de las
cepas A+B+C+Y, A+B+C+Y, A+C+Y+W, B+C+Y+W o de las cepas
A+B+C+Y+W,

En una realizacién, el /los componente(s) de Neisseria
meningitidis de la invencion puede(n) estar adsorbido(s) sobre una sal de
aluminio tal como hidréxido de aluminio. En otra realizacién, el /los
componente(s) de Neisseria meningitidis de la invencién puede(n) estar
adsorbido(s) sobre una sal de aluminio tal como fosfato de aluminio. En
una realizacién adicional el / los componente(s) de Neisseria meningitidis
de la invencién puede(n) estar adsorbido(s) sobre una mezcla de ambos:
hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio. En una realizacién el/los
componente(s) de Neisseria meningitidis pueden no estar adsorbidos
sobre un adyuvante, por ejemplo una sal adyuvante de aluminio.

Antigeno(s) de Streptococcus pneumonia

Los kits o vacunas combinadas de la invenciéon pueden
comprender una vacuna que confiere protecciéon contra la infeccién por
Streptococcus pneumoniae. Dicha vacuna habitualmente comprende
sacaridos de 7, 8, 9, 10, 11, 13 o mas serotipos de Streptococcus
pneumoniae o pueden comprender sacaridos los 23 serotipos de

Streptococcus pneumoniae conocidos. Ejemplos de vacunas de
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Streptococcus pneumoniae incluyen Prevnar® y Synflorix®, que se
describen en la seccion de las definiciones.

En una realizacion, el /los componente(s) de Streptococcus
pneumoniae de la invencion puede(n) estar adsorbido(s) sobre una sal
de aluminio tal como hidréxido de aluminio. En otra realizacién, el /los
componente(s) de Streptococcus pneumoniae de la invencion puede(n)
estar adsorbido(s) sobre una sal de aluminio tal como fosfato de
aluminio. En una realizacion adicional el / los componente(s) de
Streptococcus pneumoniae de la invencion puede(n) estar adsorbido(s)
sobre una mezcla de ambos: hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio.
En una realizaciéon elllos componente(s) de Streptococcus pneumoniae
pueden no estar adsorbidos sobre un adyuvante, por ejemplo una sal
adyuvante de aluminio.

Conjugados
Los conjugados bacterianos de sacaridos capsulares de la invencion
pueden comprender cualquier péptido, polipéptido o proteina
transportadores que comprenden al menos un epitopo de linfocito T
cooperador. La(s) proteina(s) transportadora(s) que se usa(n) puede(n)
seleccionarse del grupo constituido por; toxoide del tétanos, toxoide de la
difteria, CRM (que incluye CRM197, CRM176, CRM228, CRM 45, CRM
9, CRM 45, CRM102, CRM 103 y CRM107), toxina de la difteria
recombinante (tal como se describe en cualquiera de los documentos US
4.709.017, WO 93/25210, WO 95/33481, o WO 00/48638), neumolisina
(opcionalmente inactivada quimicamente, o un mutante inactivado) de S.

pneumoniae (véase por ejemplo el documento WO 04/081515 y las
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referencias incluidas en él), OMPC de N. meningitidis (documento EP
0372501), y proteina D (PD) de H. influenzae (documento EP 594610).
Otros transportadores pueden incluir péptidos sintéticos (documentos EP
0378881; EP 0427347), proteinas de choque térmico (documentos WO
93/17712; WO 94/03208), proteinas de tos ferina (documentos WO
98/58668; EP 0471177), citocinas (documento WO 91/01146), linfocinas
(documento WO 91/01146), hormonas (documento WO 91/01146),
factores de crecimiento (documento WO 91/01146), proteinas artificiales
que comprenden multiples CD4 humano + epitopos de linfocitos T de
diversos antigenos derivados de patégenos (Falugi y cols., 2001, Eur. J.
Immunol. 31:3816), proteina superficial de neumococo PspA (documento
WO 02/091998), proteinas de captaciéon de hierro (documento WO
01/72337), toxina A o B de C. difficile (documento WO 00/61761), PhtD
de neumococo (documento WO 00/37105), PhtDE de neumococo (por
ejemplo documentos WO 01/98334 & WO 03/054007), PhtX, etc.

Los sacaridos pueden estar todos en el mismo transportador, en
particular todos los sacaridos de un organismo particular, por ejemplo los
sacaridos MenA, MenC, MenW y MenY pueden estar todos conjugados
con TT, DT o CRM-197. Sin embargo, debido al conocido efecto de
supresion del transportador, puede ser ventajoso si en cada una de las
composiciones de la invencién los antigenos de sacaridos contenidos en
ellos (antigenos ‘n’) estan conjugados con mas de un transportador. Asi,
(n-1) de los sacaridos podria transportarse (por separado) en un tipo de
transportador, y 1 en un transportador diferente, o (n-2) en uno, y 2 en

dos transportadores diferentse, etc. por ejemplo, en una vacuna que



10

15

20

25

40

contiene 4 conjugados de sacaridos bacterianos, 1, 2 o los cuétro
podrian estar conjugados con transportadores diferentes). La proteina D,
sin embargo, puede usarse para diversos (2, 3, 4 o mas) sacaridos en
una composicién sin un marcado efecto de supresion del transportador.
Hib puede estar presente en forma de conjugado con TT, DT o CRM197,
y MenA, MenC, MenY y MenW puede estar conjugados con TT, DT,
CRM197 o PD. Vi puede estar presente en forma de un conjugado con
TT, DT o CRM197. La proteina D es un transportador de utilidad ya que
proporciona un antigeno adicional que puede proporcionar proteccion
contra H. influenzae. En una realizacién, todos los sacaridos estan
conjugados con la misma proteina transportadora.

Vi puede estar conjugado con una proteina transportadora por
ejemplo mediante un procedimiento usando reacciones de condensacion
de carbodiimida (por ejemplo EDAC) (siempre que la subunidad de
repeticion Vi comprenda grupos acido carboxilico). Esto podria lograrse o
bien mediante (i) una Unica reaccién de carbodiimida entre COOH de Vi
y NH2 de ia proteina o (ii) una doble reaccién de carbodiimida que puede
producirse entre COOH de Vi y NH2 de una molécula enlazadora
homobifuncional y COOH de proteina y NH2 de la molécula enlazadora
homobifuncional, o entre COOH de Vi y NH2 de la molécula enlazadora
heterobifuncional y NH2 de proteina y COOH de la molécula enlazadora
heterobifuncional.

La conjugacion puede usarse junto con proteina(s)
transportadora(s) libre(s). En una realizaciéon, cuando una proteina

transportadora dada esta presente tanto en forma libre como conjugada
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en una composicion de la invencion, la forma no conjugada no es mas
del 5% de la cantidad total de la proteina transportadora en la
composicion en total, o en otra realizacion esta presente a menos del 2%
en peso.

El sacarido puede ligarse a la proteina transportadora mediante
cualquier procedimiento conocido (por ejemplo, de Likhite, patente de
Estados Unidos 4.372.945 y de Armor y cols., patente de Estados Unidos
4.474.757), con cualquier enlazador adecuado cuando sea necesario.

El sacarido habitualmente se activara o funcionalizara antes de la
conjugacion.

La activacion puede implicar, por ejemplo, agentes de cianilacion
tales como CDAP (tetrafluoroborato de 1-ciano-dimetilaminopiridinio)
(documentos WO 95/08348 & WO 96/29094). La reaccion de cianilacion
puede realizarse en condiciones relativamente suaves, que eviten la
hidrélisis de los sacaridos sensibles a las condiciones alcalinas. Esta
sintesis permite el acoplamiento directo a una proteina transportadora.
Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidrazidas, esteres
activos, norbornano, acido p-nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS,
EDC o TSTU.

Los enlaces mediante un grupo enlazador puede realizarse
usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo, los
procedimientos que se describen en los documentos US 4.882.317 y US
4.695.624. Un tipo de enlace implica la aminacion reductora del sacarido,
acoplamiento de grupo amino resultante con un extremo del grupo

enlazador de acido adipico (documento EP 0477508, Porro y cols., 1985,
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Mol. Immunol. 22:907, documento EP 0208375), y después acoplamiento
de una proteina al otro extremo del grupo enlazador de &cido adipico.

Otros enlazadores incluyen B-propionamido (documento WO
00/10599), nitrofenil-etilamina (Gever y cols., 1979, Med. Microbiol.
Immunol. 165:171), haluros de haloacilo (documento US 4.057.685),
enlaces glucosidicos (documentos US 4.673.574; US 4.761.283; us
4.808.700), acido 6-aminocaproico (documento US 4.459.286), ADH
(documento US 4.965.338), restos de C4 a C12 (documento US
4.663.160), etc. Como alternativa al uso de un enlazador, puede usarse
un enlace directo. Los enlaces directos a la proteina pueden comprender
la oxidacion del sacarido seguida de aminacién reductora con la
proteina, tal como se describe, por ejemplo en los documentos US
4.761.283 y US 4.356.170 o una reacciéon de CDAP directa.

Después de la conjugacién, pueden separarse los sacaridos libres
y conjugados. Existen muchos procedimientos adecuados para esta
separacién, que incluyen cromatografia hidréfoba, ultrafiltracion
tangencial, diafiltracién, etc (véase también Lei y cols., 2000, Dev Biol.
(Basel). 103:259; documentos WO 00/38711; US 6.146.902). En una
realizacion, si una vacuna comprende un sacarido dado tanto en forma
libre como conjugada, la forma no conjugada no representa mas del 20%
en peso de la cantidad total de ese sacarido en la composicion total (por
ejemplo £15%, <10%, <5%, <2%, <1%).

| La cantidad de sacarido que es capaz de conferir proteccién a un
huésped (una cantidad eficaz) puede ser determinada por la persona

experta. En una realizaciéon, cada dosis comprendera 0,1-100 ug de
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sacarido, en otra realizacién cada dosis comprendera 0,1-50 ug, en una
realizacion adicional cada dosis comprendera 0,1-10 ug, todavia en otra
realizacion cada dosis comprendera de 1 a 5 ug.
Adyuvantes

Los kits y vacunas combinadas de la invencién pueden incluir un
excipiente farmacéuticamente aceptable tal como un adyuvante
adecuado. Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio tal
como hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, pero también puede
ser una sal de calcio, hierro o zinc, o puede ser una suspension insoluble
de tirosina acilada, o azlcares aciladas o pueden ser sacaridos
derivados de forma catidnica o anidnica, polifosfazenos, microesferas
biodegradables, monofosforil lipido A (MPL), derivados de lipido A (por
ejemplo de toxicidad reducida), MPL 3-O-desacilada, quil A, Saponina,
QS21, adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories, Detroit, M),
adyuvante 65 de Merck (Merck y Company, Inc., Rahway, NJ), AS-2
(Smith-Kline  Beecham, Filadelfia, PA), oligonucleétidos CpG,
bioadhesiVos y  mucoadhesivos, microparticulas, liposomas,
formulaciones de éter de polioxietileno, formulaciones de éster de
polioxietileno, péptidos de muramilo o compuestos de imidazoquinolona
(por ejemplo imiquamod y sus homélogos). También pueden usarse
como adyuvantes los inmunomoduladores humanos adecuados para
usar como adyuvantes en la invencién incluyen citocinas tales como
interleucinas (por ejemplo IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.),

factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de
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necrosis tumoral (TNF), granulocitos, factor estimulador de colonias de
macroéfagos (GM-CSF).

En una realizacion de la invencién, la composicion adtuante de
las formulaciones induce una respuesta inmunitaria predominantemente
del tipo TH1. Los niveles elevados de citocinas de tipo TH1 (por ejemplo
IFN-y, TNF-a, IL-2 y IL-12) tienden a favorecer la induccion de las
respuestas inmunitarias mediadas por células contra un antigeno
administrado. En una realizacién, en la que la respuesta es
predominantemente de tipo TH1, el nivel de las citocinas de tipo TH1
aumentara en mayor grado que el nivel de las citocinas de tipo TH2. Los
niveles de estas citocinas pueden evaluarse facilmente usando ensayos
estandar. Para una revisién de las familias de citocinas, véase Mosmann
y Coffman, 1989, Ann. Rev. Immunol. 7:145.

Por consiguiente, los sistemas de adyuvantes adecuados que
promueven predominantemente una respuesta de TH1 incluyen,
derivados de lipido A (por ejemplo de toxicidad reducida), Monofosforil
lipido A (MPL) o un derivado del mismo, en particular monofosforil lipido
A 3-des-O-acilado (3D-MPL), y una combinacion de monofosforil lipido A,
opcionalmente de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con una sal de
aluminio. Un sistema mejorado implica la combinacién de un monofosforil
lipido Ay un derivado de saponina, en particular la combinacién de QS21
y 3D-MPL tal como se describe en el documento WO 94/001563, o una
composicién menos reactégena, en la que el QS21 se inactiva con

colesterol tal como se describe en el documento WO 96/33739.
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Una formulacién adyuvante particularmente potente que implica
QS21, 3D-MPL vy tocoferol en una emulsién de aceite en agua se
describe en el documento WO 95/17210. La vacuna ademas puede
comprender una saponina, que puede ser QS21. La formulacion también
puede comprender una emulsion de aceite en agua y tocoferol
(documento WO 95/17210). Los oligonucleétidos que contienen CpG no
metilado (documento WO 96/02555) también son inductores
preferenciales de una respuesta TH1 y son adecuados para usar en la
presente invencién.

Las vacunas de la invencion también pueden comprender
combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes que se
identifican mas arriba.

Las proporciones entre AI(OH)3 y AIPO4 pueden ser 0/ 115, 23/
02,69/46,46/69,92/230115/0.

De forma alternativa ciertos componentes de las vacunas de la
invencién puede estar adsorbidos de forma no expresa sobre el
adyuvante, en particular sales de aluminio.

IPV puede estar adsorbido sobre Al(OH);, DT puede estar
adsorbido sobre AI(OH); o AIPO4, TT puede estar adsorbido sobre
Al(OH); o AIPQ,4, Pw puede estar adsorbido sobre AIPO4, PRN puede
estar adsorbido sobre Al(OH) 3, HB puede estar adsorbido sobre AIPO,,
Hib puede estar adsorbido sobre AIPO, o no adsorbido, Men ACWY
puede estar adsorbido sobre AI(OH); o AIPO4 o no adsorbido, MenB
puede estar adsorbido sobre Al(OH); o AIPO4 0 no adsorbido, Vi puede
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estar adsorbido sobre Al(OH) ;3 o AIPO4 0 no adsorbido, HepA puede
estar adsorbido sobre AI[{OH)3; 0 AIPO,.

Los antigenos que se preadsorben sobre una sal de aluminio
pueden preadsorberse de forma individual antes de mezclar. En otra
realizacién, una mezcla de antigenos puede ser preadsorbida antes de
mezclar con adyuvantes adicionales. En una realizacion, IPV puede ser
adsorbido de forma separada o en forma de una mezcla de |PV de tipos
1,2y 3.

El significado de “antigeno adsorbido” se toma como que significa
adsorbido en mas del 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 0 90%.

E! significado de los términos “fosfato de aluminio” e “hidréxido de
aluminio”, tal como se usan en el presente documento incluye todas las
formas de hidréoxido de aluminio o de fosfato de aluminio que son
adecuadas para adyuvantes de vacunas. Por ejemplo, el fosfato de
aluminio puede ser un precipitado de fosfato de aluminio insoluble
(amorfo, semicristalino o cristalino) que puede prepararse opcional pero
no exclusivamente mezclando sales de aluminio solubles y sales de
acido fosférico. “El hidréxido de aluminio” puede ser un precipitado de
hidréxido de aluminio insoluble (amorfo, semicristalino o cristalino) que
puede prepararse opcional pero no exclusivamente neutralizando una
soluciéon de sales de aluminio.

Particularmente adecuadas son las diversas formas de geles de
hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio disponibles de fuentes

comerciales por ejemplo, Alhidrogel (hidréxido de aluminio, suspensién al
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3% en agua) y Adju-for (fosfato de aluminio, suspensién al 2% en
solucién salina) proporcionada por Superfos (Vedbeck, 2950 Dinamarca).

Componentes no inmunolégicos de las vacunas de la
invencién

Las vacunas combinadas de la invencién habitualmente, ademas
de los componentes antigénicos y adyuvantes mencionados mas arriba,
comprenderdn uno o0 mas ‘“transportadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier excipiente que no
induce en si la produccién de anticuerpos dafinos para el individuo que
recibe la composicién. Los excipientes adecuados son habitualmente
macromoléculas grandes, de metabolizacién lenta tales como proteinas,
sacaridos, 4&cidos polilacticos, &cidos poliglicdlicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacidos, sacarosa (Paoletti y cols.,
2001, Vaccine, 19:2118), trehalosa (documento WO 00/56365), lactosa y
agregados lipidicos (tales como goticulas de aceite o liposomas). Dichos
transportadores son notorios para las personas de experiencia ordinaria
en la técnica. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales
como agua, solucién salina, glicerol, etc. Ademas pueden estar
presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias tamponadoras del pH, y similares. La solucién
salina fisiolégica tamponada con fosfato, apirégena y estéril es un
transportador habitual. En la referencia Gennaro, 00, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20a edicion, ISBN:0683306472
puede encontrarse una descripcién exhaustiva de los excipientes

farmacéuticamente aceptables.
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Las composiciones de la invencién pueden estar liofilizadas o en
forma acuosa, es decir en soluciones o suspensiones. Las formulaciones
liquidas de este tipo permite que las composiciones se administren
directamente a partir de su forma envasada, sin necesidad. de
reconstitucién en un medio acuoso y, por lo tanto, son ideales para
inyectar. Las composiciones pueden presentarse en viales, o pueden
presentarse en jeringas ya cargadas. Las jeringas pueden suministrarse
con o sin agujas. Una jeringa incluira una unica dosis de la composicion,
mientras que un puede incluir una Unica dosis o dosis multiples (por
ejemplo 2 dosis).

Las vacunas liquidas de la invencién también son adecuadas para
reconstituir otras vacunas a partir de una forma liofilizada. Cuando vaya
a usarse una vacUna para dicha reconstitucion improvisada, la invencién
proporciona un Kkit, que puede comprender dos viales, o puede
comprender una jeringa ya cargada y un vial, usando el contenido de la
jeringa para reactivar el contenido del vial antes de la inyeccién.

Las vacunas combinadas de la invencién pueden envasarse en
forma monodosis o forma de dosis multiples (por ejemplo 2 dosis). Para
las formas de dosis multiples, se prefiere que los viales sean jeringas
previamente cargadas. Los voliumenes de las dosis eficaces pueden
establcerse de forma rutinaria, pero una dosis humana habitual de la
composicién inyectable tiene un volumen de 0,5 ml.

En una realizacién, las vacunas combinadas de la invencion
tienen un pH de entre 6,0 y 8,0, en otra realizacién vacunas de la

invencion tienen un pH de entre 6,3 y 6,9, por ejemplo 6,600,2. Las
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vacunas pueden tamponarse a este pH. El pH puede mantenerse estable
usando un tampén. Si una composicién comprende una sal de hidréxido
de aluminio, puede usarse un tampén de histidina (documento WO
03/009869). La composicion deberia ser estéril y/o apirégena.

Las composiciones de la invencién pueden ser isotonicas con
respecto a los seres humanos.

Las vacunas combinadas de la invencién pueden incluir un
antimicrobiano, en particular cuando se envasan en un formato de dosis
multiples. Deberia evitarse el tiomersal ya que provoca la precipitacién
de componente IPV. Pueden usarse otros antimicrobianos, tales como 2-
fenoxietanol.

Cualquier conservante preferiblemente esta presente a niveles
bajos. El conservante puede afiadirse de forma exdgena y/o puede ser
un componente de |os antigenos a granel que se mezclan para formar la
composicion (por ejemplo presentes en forma de conservante en los
antigenos de la tos ferina).

En una realizacion, las vacunas combinadas de la invencion estan
libres de tiomersal o sustancialmente libres de tiomersal. Por libres de
tiomersal o sustancialmente libres de tiomersal se quiere decir que no
hay suficiente tiomersal presente en la formulacién final para que tenga
un impacto negativo sobre la potencia del componente IPV. Por ejempilo,
si se usa el tiomersal para el procedimiento de purificacién de Pw o del
antigeno superficial de la hepatitis B, deberia eliminarse sustancialmente
antes de mezclar con IPV. El contenido en tiomersal de la vacuna final

deberia ser inferior a 0,025 pg/ug de proteina, 0,02 ug/ug de proteina,
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0,01 pg/ug de proteina o 0,001 pg/ug de proteina, por ejemplo 0 pg/ug
de proteina. En una realizacidén, no se afade tiomersal ni se usa en la
purificacion de ningun componente. Véase por ejemplo el documento
EP1307473 para la Hepatitis B y véase mas arriba para los
procediminientos de Pw en los que se logra la inactivacién sin la
presencia de tiomersal.

Las vacunas combinadas de la invencion pueden comprender un
detergente por ejemplo un Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los
detergentes generalmente estan presentes a niveles bajos por ejemplo

<0,01%.

Las vacunas combinadas de la invencién pueden incluir sales de
sodio (por ejemplo cloruro sédico) para proporcionar tonicidad. La
composicion puede comprender cloruro sédico. En una realizacién, la
concentracién de cloruro sédico en la composicién de la invencion esta
en el intervalo de 0,1 a 100 mg/mi (por ejemplo 1-50 mg/ml, 2-20 mg/ml,
5-15 mg/ml) y en una realizacién adicional la concentracién de cloruro
sodico es 10+ 2 mg/mli de NaCl por ejemplo aproximadamente 9 mg/ml.

Las vacunas combinadas de la invencion generalmente incluiran
un tampén. Es habitual un tampén de fosfato o histidina.

Las vacunas combinadas de la invencién pueden incluir .iones
fosfato libres en solucién (por ejemplo

mediante el uso de un tampén de fosfato) para favorecer la no
adsorcién de antigenos. La concentracién de iones fosfato libres en la

composicion de la invencién en una realizacion esta entre 0,1y 10,0 mM,
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0 en otra realizacién entre 1 y 5 mM, o en una realizacién adicional
aproximadamente 2,5 mM.

Propiedades de las vacunas combinadas de la invencién
En una realizacién las vacunas combinadas de la invencién se formulan
en forma de una vacuna para la administracion in vivo al huésped de tal
modo que los componentes individuales de la composicién se formulan
de tal forma que la capacidad inmunégena de los componentes
individuales no se ve sustancialmente perjudicada por otros
componentes individuales de la composicién. Por no sustanciaimente
perjudicada, se quiere decir que tras la inmunizacién, se obtiene una
valoracion de anticuerpos contra cada componente que es mas del 60%,
70%, 80% o 90%, o 95-100% de la valoracion obtenida cuando el
antigeno se administra por si solo. Asi, en realizaciones preferidas, no se
produce un efecto (significativamente) perjudicial sobre los demas
componentes (en términos de eficacia protectora) en la combinacion
comparada con su administracién por separado.

Formulaciones de vacuna

En una realizacién, las vacunas combinadas de la invencién se
formulan en forma de una vacuna para la administracién in vivo al
huésped, de tal forma que confieran una valoracién de anticuerpos
superior al criterio de seroproteccién para cada componente antigenico
para un porcentaje aceptable de sujetos humanos. Esta es una prueba
importante en la evaluacién de la eficacia de una vacuna en una
poblacién. Los antigenos con una valoracién de anticuerpos asociada

por encima de la cual se considere que un huésped se ha seroconvertido
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contra el antigeno son notorios, y dichas valoraciones son publicadas por
organizaciones tales como la OMS. En una realizacién, mas del 80% de
una muestra estadisticamente significativa de sujetos se seroconvierte,
en otra realizacion mas del 90% de una muestra estadisticamente
significativa de sujetos se seroconvierte, en una realizacién adicional
mas del 93% de una muestra estadisticamente significativa de sujetos se
seroconvierte y todavia en otra realizacion 96-100% de una muestra
estadisticamente significativa de sujetos se seroconvierte.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona
como una cantidad que induce una respuesta inmunitaria sin efectos
secundarios adversos sobre las vacunas habituales. Dicha cantidad
variara dependiendo de los inmunégenos especificos que se empleen.

Generalmente, se espera que cada dosis comprendera 1-1000 pg
de inmundgeno total, o 1- 0 ug, o 1-40 pg, o 1-5 yg. Una cantidad éptima
para una vacuna particular puede evaluarse mediante estudios que
implican la observacién de valoraciones de anticuerpos y otras
respuestas en sujetos. Un ciclo de vacunacién primaria puede incluir 2-3
dosis de vacuna, que se administran con un intervalo de uno a dos
meses, por ejemplo siguiendo las recommendaciones de la OMS para la
inmunizacion con DTP.

Envasado de las vacunas de la invencion

Las vacunas combinadas de la invencion pueden envasarse en
diversos tipos de envases por ejemplo en viales, en jeringas, etc. Un vial
multidosis habitualmente comprendera un puerto de plastico que puede

volver a sellarse a través del cual puede insertarse una aguja estéril para
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extraer una dosis de vacuna, que se vuelve a sellar una vez se ha
sacado la aguja. |

La vacuna puede suministrarse en diversos envases (por ejemplo
2 6 3). El contenido de los envases puede mezclarse de forma
extemporanea antes de administrar a un huésped en una unica inyeccion
o puede administrarse de forma concomitante en sitios diferentes. La
dosis de la vacuna habitualmente sera de 0,5 ml.

Los inventores sorprendentemente han encontrado que un kit
suministrado del modo anterior presenta de forma ventajosa los diversos
antigenos al sistema inmunitario de un huésped de forma 6ptima. El kit
proporciona al practicante médico un procedimiento éptimo de inmunizar
a un huésped con una o mas de las siguientes ventajas: eficacia
protectora para todos los antigenos, capacidad reactdgena minima,
minima interferencia de supresién por el transportador, minima
interferencia adyuvante / antigeno, o minima interferencia antigeno /
antigeno. De ese modo, estos objetivos pueden lograrse con el minimo
numero (dos) de administraciones, que opcionalmente se producen en la
misma visita al practicante.

En una realizacion las vacunas combinadas de los envases
primero y segundo se administran de forma concomitante en sitios
diferentes (tal como se describe mas adelante en “administracion de
vacunas de la invencion"), y en una realizacién alternativa los inventores
prevén que el contenido de los envases primero y segundo puede
mezclarse (opcionalmente de forma extemporanea) antes de la

administracion en forma de una unica vacuna.
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Preparacién de las vacunas de la invencién

La presente invencién también proporciona un procedimiento para
producir una formulacién de vacuna que comprende la etapa de mezclar
los componentes de la vacuna junto con un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién de la presente invencién se proporciona una
vacuna tal como se describe en el presente documento para usar en un
medicamento para el tratamiento o prevencion de enfermedades
provocadas por infeccién por Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
Corynebacterium difteriae, virus de la hepatitis B, Haemophilus
influenzae de tipo b, Streptococcus pneumonia y Neisseria meningitidis.
Ademas, también se proporciona un procedimiento de inmunizar un
huésped humano contra la enfermedad provocada por Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium difteriae, virus de la
hepatitis B, Haemophilus influenzae de tipo b, Streptococcus pneumonia
y Neisseria meningitidis, procedimiento que comprende administrar al
huésped una dosis inmunoprotectora de la vacuna de la invencién.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona
como una cantidad que induce una respuesta inmunitaria sin efectos
secundarios adversos sobre las vacunas habituales.

Dicha cantidad variara dependiendo del inmundgeno especifico
que se emplee y cdmo se presente. En una realizacion, cada dosis
comprendera 0,1-100 pg de sacarido, en otra realizacion cada dosis

comprendera 0,1-50 pg, en una realizaciéon adicional cada dosis



®y

10

15

20

55

comprendera 0,1-10 pug, todavia en otra realizacion cada dosis
comprendera de 1 a 5 g de sacarido.

En una realizacién, el contenido en antigenos proteinicos de la
vacuna estara en el intervalo de 1- 100 pg, en ofra realizacién el
contenido en antigenos proteinicos de las vacunas estara en el intervalo
de 5-50 pg, en una realizacién adicional el contenido en antigenos
proteinicos de las vacunas estara en el intervalo de 5 - 25 pg.

La preparacién de vacunas se describe de forma general en
Vaccine Design [*The subunit and adjuvant approach” (editores Powell
M.F. & Newman M.J.) (1995) Plenum Press Nueva York]. La
encapsulacion en liposomas se describe en Fullerton, patente de
Estados Unidos 4.235.877. La conjugacion de proteinas con
macromoléculas se describe, por ejemplo en Likhite, patente de Estados
Unidos 4.372.945 y en Armor y cols.,, patente de Estados Unidos
4.474.757. El uso de Quil A se describe en Dalsgaard y cols.', 1977, Acta
Vet Scand. 18:349. 3D-MPL esta disponible en Ribi immunochem, EE.
UU. y se describe en la solicitud de patente del Reino Unido n.° 2220211
y la patente de Estados Unidos 4.912.094. QS21 se describen en la
patente de Estados Unidos 5.057.540.

En una realizacién la cantidad de conjugado por dosis de 0,5 ml
de vacuna granel es inferior a 10 pg (de sacarido en el conjugado), en
otra realizacion la cantidad de conjugado es 1-7, en otra realizacion la
cantidad de conjugado es 2-6 pg, o en una realizacion adicional

aproximadamente 2,5, 3, 4 6 5 ug.
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Se apreciarda que ciertos componentes, por ejemplo los
componentes de DTPw, pueden combinarse por separado antes de
anadir los HBsAg adsorbidos u otros componentes. |

También se proporciona un procedimiento de preparar vacunas
combinadas de la invencion que comprende la etapa de mezclar los
antigenos con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Administracion de las vacunas de la invencién

La invencién proporciona un procedimiento para suscitar una
respuesta inmunitaria en un mamifero, que comprende la etapa de
administrar una cantidad eficaz de una vacuna de la invencion.

Las vacunas pueden administrarse de forma profilactica (es decir
para prevenir la infeccion) o de forma terapéutica (es decir para tratar la
enfermedad después de la infeccion). La respuesta inmunitaria
preferiblemente es protectora y preferiblemente implica anticuerpos. El
procedimiento puede suscitar una respuesta de refuerzo.

Tras una vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o
varias inmunizaciones de refuerzo espaciadas de forma adecuada. La
pauta de tratamiento puede ser un calendario de dosis unica o un
calendario de dosis multiples. Pueden usarse dosis multiples en un
calendario de inmunizacién primaria y/o en un calendario de
inmunizacién de refuerzo. Un calendario de administraciéon primaria, que
puede ser durante el primer afio de vida, puede seguirse con un
calendario de dosis de refuerzo. El tiempo adecuado entre la dosis de
sensibilizacion (por ejemplo entre 4-16 semanas), y entre la

sensibilizacion y el refuerzo puede determinarse de forma rutinaria.

2



10

15

20

25

57

En una realizacién, el mamifero es un ser humano. Cuando la
vacuna es para uso profilactico, el ser humano es preferiblemente un
nifio (por ejemplo un nifio menor de 2 afios) o un adolescente; cuando la
vacuna es para uso terapéutico, el ser humano preferiblemente un
adulto. Una vacuna destinada a los nifios también puede administrarse a
adultos por ejemplo para evaluar la seguridad, dosis, capacidad
inmundgena, etc.

Las preparaciones de vacuna de la presente invencién pueden
usarse para proteger o tratar a un mamifero susceptible de infeccion,
administrando dicha vacuna directamente a un paciente. La
administracion directa puede lograrse mediante inyeccion parenteral
(intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, intravenosa o
en el espacio intersticial de un tejido); o mediante administracion rectal,
oral, vaginal, topica, transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar o a
otra mucosa. En una realizacion, la administracion es mediante inyeccion
intramuscular en el muslo o en la parte superior de!l brazo. La inyeccion
puede ser mediante una aguja (por ejemplo una aguja hipodérmica),
pero de forma alternativa puede usarse la inyeccién sin agujas. Una
dosis intramuscular tipica es de 0,5 ml.

Las infecciones bacterianas afectan a diversas areas del cuerpo y
asi las composiciones de la invenciéon pueden prepararse de diversas
formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse en forma de
inyectables, ya sea en forma de soluciones o suspensiones liquidas. La
composicién puede prepararse para la administracion pulmonar por

ejemplo en forma de inhalador, usando un polvo fino o pulverizacion.
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La composicién puede prepararse en forma de supositorio o
pesario. La composicién puede prepararse para la administracion nasal,
aural o ocular por ejemplo en forma de pulverizacién, gotas , gel o polvo
(véase por ejemplo Almeida & Alpar, 1996, J Drug Targeting, 3:455;
Bergquist y cols.,, 1998, APMIS, 6:800). La exitosa administracion
intranasal de vacunas de DTP se ha resefiado (Ryan y cols., 1999,
Infect. Immun., 67:6270; Nagai y cols., 2001, Vaccine, 19:4824).

En una realizacién las vacunas de los envases primero y segundo
(y tercero si lo hubiera) se administran de forma concomitante en sitios
diferentes, y en una realizacion alternativa los inventores prevén que el
contenido de los envases primero y segundo puede mezclarse
(opcionalmente de forma extemporanea) antes de la administracion en
forma de una unica vacuna.

La invencién puede usarse para provocar inmunidad sistémica
y/o de las mucosas.

Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico
implica controlar la infeccion bacteriana tras la administracion de la
composicién de la invencién. Una forma de comprobar la eficacia del
tratamiento profilactico implica controlar las respuestas inmunitarias
contra los antigenos después de administrar la composicion. La
capacidad inmunégena de las composiciones de la invenciéon puede
determinarse administrandolas a sujetos de prueba (por ejemplo nifios
de 12-16 meses de edad, o a modelos animales — documento WO
01/30390) y después determinar los parametros inmunolégicos. Estas

respuestas inmunitarias generalmente se determinaran

8¢
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aproximadamente 4 semanas después de administrar la composicion, y
se compararan con los valores determinados antes de administrar la
composicion. En lugar de evaluar la eficacia protectora real en pacientes,
es notorio el uso de modelos animales estandar e in vitro y correlacionar
la proteccion para evaluar la eficacia de las vacunas de DTP.

Todas las referencias que se citan y las publicaciones se
incorporan por referencia al presente documento.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Resumen

La vacunacion de bebés con combinaciones de DTPa-Hib (con o
sin HBV e IPV) generalmente provoca que un alto porcentaje de bebés
presenten concentraciones de anticuerpos contra PRP de 2 0,15 pug/mi
de vacuna contra PRP, un criterio que esta relacionado con un nivel alto
de proteccion contra la enfermedad por Hib tras la inmunizacion.
Recientemente se ha observado que la vacunacién con DTPa3-Hib se
asociaba con niveles de anticuerpos inusualmente bajos en el Reino
Unido, y esto se asociaba a casos de infeccién mas leve con Hib.
Aunque generalmente se cree que la ausencia de refuerzo durante los
primeros afios es un factor clave para explicar el menor control de la
enfermedad por Hib, aqui se sugiere que la administracién conjunta de
conjugado MenC-CRM197 que coincidi6 con la introduccién de DTPa3-
Hib en el Reino Unido probablemente desempefid un papel en las
menores respuestas inmunitarias contra PRP. La combinacion de las

vacunas de DTPa3 con IPV parece aumentar la respuesta a algunos
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antigenos, tales como hepatitis B y Hib. Dichas combinaciones de
DTPa(HBV)IPV-Hib parecen no acusar el impacto por la administracion
conjunta de CRM197 en la respuesta contra Hib. Estas observaciones
subrayan la necesidad de evaluar cuidadosamente las futuras vacunas
pediatricas con conjugados debido a los posibles efectos de interferencia
sobre los antigenos DTPa, HBV, IPV y Hib administrados conjuntamente,
con atencion particular a la hepatitis B y a Hib-TT.

Palabras clave: Haemophilus influenzae de tipo b, Hib, vacuna,
inmunidad, interferencia, vacuna con conjugados, vacuna combinada,
refuerzo, vacuna de polio inactivada (IPV)

Temas clave:

O Las vacunas combinadas de Hib con base de DTPa son
inmundgenas y eficaces en la prevencion de la enfermedad por Hib. La
proteccion se asocia a 1) la capacidad de inducir una elevada proporcion
de sujetos que alcanzan el nivel protector de anticuerpos de 0,15 pg tras
la inmunizaciéon primaria; 2) aumento tanto en valoracién como en
calidad de los anticuerpos tras el refuerzo durante los primeros afios; y 3)
efectos de inmunidad colectiva que se observan principalmente tras el
refuerzo durante los primeros afios. No se han observado diferencias
entre las diversas combinaciones de Hib-TT con base de DTPa
disponibles comercialmente en cuanto a la proporcion de sujetos que
alcanzan el valor limite de 0,15 pg tras la vacunacion primaria.

O Durante el final de los afios 90, se debilité el efecto de una
campafia inicial de puesta al dia en el Reino Unido y disminuyé la

inmunidad de la poblacién contra Hib. El debilitamiento de la inmunidad
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no se compensé con una dosis de refuerzo en el segundo afio de vida y
los fracasos con la vacuna con conjugados de Hib aumentaron a partir
de 1999. Generalmente se cree que la ausencia de refuerzo es un factor
clave que explica el menor control de Hib en el Reino Unido. Durante el
periodo de menor control de Hib, el Reino Unido cambié de DTPw-Hib a
DTPa3-Hib, y se introdujo la inmunizacién pediatrica con MenC-CRM197
aproximadamente al mismo tiempo.

0O Los ensayos clinicos de las vacunas combinadas de Hib con
base de DTPa administradas conjuntamente con vacunas que contenian
CRM197 indican efectos consistentes con la interferencia inespecifica en
fa respuesta de anticuerpos a PRP. En una situacién de debilitamiento
de la inmunidad de una poblacién y de respuestas iniciales de la
poblacion que de forma consistente se situaban en el extremo inferior de
anticuerpos contra PRP observados, las anormalmente bajas
concentraciones de anticuerpos inducidas por DTPa3-Hib administrado
conjuntamente con MenC-CRM197 eran insuficientes para proporcionar
una proteccibn adecuada a algunos nifios vacunados, lo que
probablemente contribuia al aumento del nimero de fallos de la vacuna
de Hib que se observaron mientras se usaba DTPa3-Hib.

0 Los ensayos clinicos con vacunas combinadas de
DTPa3(HBV)IPV-Hib administradas conjuntamente con vacunas con
conjugados MenC-CRM197 o 7vPCV-CRM197 no revelaron la
interferencia inespecifica de la administraciéon conjunta, lo que sugiere un
efecto protector por parte, muy probablemente, de IPV. Los pocos

estudios mano a mano que comparaban las vacunas combinadas que
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contenian Hib con y sin IPV demostraron unos niveles mayores de
anticuerpos contra PRP y contra HB cuando IPV formaba parte de la
combinacién. Ademas, se encontré que la combinacion de DTPa3- Hib,
pero no la combinacién de DTPa3-HBV-IPV-Hib indujo anticuerpos
contra PRP con menor avidez que un conjugado de Hib cuando se
administraba por separado. Esto puede explicar la susceptibilidad de
DTPa3-Hib a la interferencia inespecifica del conjugado CRM197,
mientras que DTPa3(HBV)IPV-Hib no es susceptible a ello o es menos
susceptible.

0 Ya que se estan evaluando nimeros cada vez mayores de
vacunas con conjugados tales como Hib-MenCY-TT, ACWY-DT, ACWY-
CRM197, ACWY-TT, 10vPCV-proteina D y 13vPCV-CRM197 , para
combinarse en los programas de vacunacion de DTPa, HBV, IPV, Hib en
bebés, es esencial que se realicen ensayos controlados de forma
apropiada para evaluar las respuestas inmunitarias especificas antes de
aplicarlas en un marco de sanidad publica.

Antecedentes: Haemophilus influenzae de tipo b
Se estima que cada afio el Haemophilus influenzae de tipo b (Hib)
provoca tres millones de enfermedades graves y provoca entre 400.000
y 700.000 muertes en todo el mundo {1]. Antes de que hubiera vacunas
con conjugados eficaces la incidencia de meningitis por Hib en nifios de
0 a 4 afos variaba en el intervalo de 32 a 60 por 100.000 observandose
la mayor incidencia y tasas de mortalidad por caso (hasta el 30%) en los

paises en desarrollo [2]. Tras la introduccién de la vacunacion en bebés
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con vacunas con conjugados de Hib, muchos paises actualmente
registran tasas de incidencia de meningitis bajas de <2 por 100.000.

El Hib es portado de forma asintomética en las vias respiratorias
altas por hasta el 15% de los individuos [3], pero sélo una minoria de los
individuos colonizados desarrollan una enfermedad invasiva grave. La
enfermedad se produce por invasion de la bacteria del torrente
sanguineo a través del epitelio respiratorio, con diseminacion al sistema
nervioso central y otras zonas. La meningitis y la septicemia son los
sindromes clinicos que se observan mas frecuentemente, y tambiéen
puede producirse epiglotitis, artritis, celulitis y osteomielitis.

Se cree que el polisacarido capsular (CP) es el mas importante
determinante de la virulencia de Hib debido a su interaccion con el
complemento que le permite eludir el sistema de defensa antibacteriano
del huésped [4]. La capacidad del huésped de producir anticuerpos
especificos contra CP desempefia un papel central en la defensa contra
la mayoria de las bacterias encapsuladas [5]. Sin embargo las
caracteristicas de la respuesta inmunitaria al polisacarido (PS) son de
desarrolio tardio en la ontogenia. Los polisacaridos en general, son
deficientemente inmundgenos en los bebés hasta la edad de 18-21

meses, aunque algunos polisacaridos son capaces de inducir respuestas

inmunitarias antes. Se cree que la zona marginal del bazo, de la que

carecen los neonatos humanos, desempefia un papel importante en la
iniciacion y el desarrollo de una respuesta de anticuerpos a los

polisacaridos independiente de los linfocitos T [6]. Las células dendriticas
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de la zona marginal presentan antigenos CP a los linfocitos B de la zona
marginal no recirculantes [7].

La zona marginal del bazo contiene linfocitos B relativamente
maduros (positivos para el receptor de IL-2), IgM, 1gD, superficiales y lo
mas importante una densidad elevada de antigeno CD21, el receptor
para el componente de complemento C3d que actiia de mediador de la
activacion de los linfocitos B [8]. Esto corresponde a las observaciones
de que la capacidad inmunogena de las bacteria encapsuladas esta
relacionada con las propiedades de activacién de complemento de su
capsula PS, al escindir los productos de C3 en C3b y C3d e influir en la
produccion de anticuerpos contra PS al activar los linfocitos B [9,10].
Generalmente se cree que la sensibilizacion natural al portar las
bacterias especificas 0 que presentan reactividad cruzada también es un
componente esencial de la capacidad de responder a los polisacaridos
sencillos. Una vez el bebé ha respondido a la sensibilizacion natural, se
hace posible la inmunizacién con polisacaridos sencillos.

Vacunas con polisacarido de Hib

El desarrollo de vacunas con CP de Hib comenzé durante los
afos 70 y se demostré una eficacia dependiente de la edad contra la
enfermedad invasiva, no observandose proteccién en nifios vacunados
de menos de 18 meses de edad [11]. Los bebés respondian de forma
infrecuente a la vacuna con CP de Hib, con niveles de anticuerpos bajos
y ningun indicio del desarrollo de memoria inmunolégica [12]. Las
respuestas inmunitarias mejoran después de los 18 meses de edad,

aunque los nifios de 18-23 meses no responden tan bien como los de 22



10

15

20

25

65

afios de edad. Los niveles de anticuerpos en adultos tras la vacunacion
se alcanzan para la edad de aproximadamente 6 afos.

La principal limitacion de vacunas con CP de Hib es su

incapacidad de inducir una respuesta inmunitaria en bebés de <2 afios

de edad, la poblacién en la que la enfermedad con Hib invasiva se
produce mas frecuentemente.'AI igual que otras vacunas con PS las
vacunas con CP de Hib no proporcionan ni proteccion a largo plazo, ni
reduccion en el transporte nasofaringeo del organismo ni inmunidad
colectiva. Para superar las deficiencias de la vacuna con CP de Hib, se
desarrollaron vacunas mejoradas mediante conjugacién quimica de CP
de Hib poli-ribosa-ribitol-fosfato (PRP) con transportadores proteinicos
dependientes de linfocitos T.

Vacunas con conjugados de Hib

El acoplamiento de PRP a un transportador proteinico permitié a
los linfocitos B estimulados por PRP ser activados por los linfocitos T
cooperadores, provocando respuestas en la infancia temprana de
anticuerpos que maduraban con el tiempo, con induccién paralela de
memoria de linfocitos B contra PRP. Desde entonces se han autorizado
cuatro tipos de vacunas con conjugados de Hib con diferentes
transportadores proteinicos: PRP conjugado con toxcide de la difteria
(PRP-D), PRP conjugado con toxoide del tétanos (PRP-T), oligosacarido
de Hib conjugado con CRM197 (una toxina no téxica mutada de la
difteria [la vacuna se denominaba también HbOC]) y PRP conjugado con
complejo proteinico de la membrana externa de Neisseria meningitidis

(PRP-OMP). Ademas de diferenciarse en la naturaleza de la proteina,

A
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estas vacunas difieren en la longitud del polisacarido, el procedimiento
de unién entre sacarido y proteina, y la proporcién entre sacarido y
proteina. |

Las respuestas inmunitarias a todas las vacunas con conjugados
de Hib difieren profundamente de aquellas contra CP nativo. Todas las
vacunas con conjugados son muy inmunégenas en los adultos y se ha
demostrado que son mas inmundgenas que el simple CP de Hib en
nifios pequerios [14,15,16,17,18,19]. La revacunacion con vacuna con
conjugados o CP nativo induce respuesta de refuerzo [20] que son
independientes del nivel de anticuerpos en el momento de la
revacunacion [15,18,19].

La respuesta de los anticuerpos y la distribucién de las subclases
de anticuerpo en los adultos no difiere tras la inmunizacién con
conjugado de CP de Hib o con CP de Hib [21]. Los nifios <2 afios de
edad muestran una respuesta predominantemente de 1gG1 tanto a CP
de Hib como a vacuna con conjugados de Hib, mientras que en los
adultos se inducen tanto anticuerpos 1gG1 como 1gG2 [21]. Esta
diferencia con la edad se debe a un retraso en la maduracién de la
respuesta de anticuerpos de subclase IgG2 que sélo alcanza los niveles
de los adultos a los 8-12 afios de edad [22]. Las grandes diferencias que
se observan en los adultos con respecto a la distribucion de las
respuestas de 1gG1 e 1gG2 contra PRP se correlacionan con el nivel de
anticuerpos naturales preexistentes, lo que sugiere que la sensibilizacion

natural favorece una respuesta de IgG2 mas tardia [23].
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Comparada con la vacunacién con CP de Hib, la vacunacion de
bebés con vacuna con conjugados de Hib aumenta la cantidad de
anticuerpos 1gG producida y aumenta la proporcion entre IgG e IgM en la
vacunacion repetida. La predominancia de la subclase IgG1 aumenta
ademas tras la inmunizacién de refuerzo [24].

Vacunas con conjugados de Hib autorizadas
Aungue todas las vacunas con conjugados son inmunégenas en los
nifios pequefos, pueden observarse diferencias entre las vacunas con
conjugados de Hib autorizadas en cuanto al nivel de anticuerpos que se
logra, la expresién del idiotipo, tiempo de respuesta de los anticuerpos
que se desarrollan en los bebés y tasa de maduracién de la avidez en
funcion del tiempo [25].

Los estudios clinicos de vacunas con conjugados de Hib
muestran una variacion sustancial entre las vacunas en cuanto a la
magnitud de la concentracion media geométrica (GMC) de anticuerpos
post-vacunacién lograda [26], siendo la menor GMC (0,28-0,73 ug/ml)
tras tres vacunaciones con PRP-D en bebés 2 a 6 meses de edad
[13,27,28). El mantenimiento de los niveles protectores de anticuerpos
también varia, mostrando un estudio niveles persistentes de anticuerpos
mas altos tras la inmunizacién con PRP-T que con PRP-OMP [29]. PRP-
OMP se caracteriza por mayores respuestas de anticuerpos tras la
primera inmunizacién primaria que otras vacunas con conjugados,
aungue las respuestas posteriores a la primaria y de refuerzo son menos
pronunciadas que con PRP-T y Hib-CRM197 [28]. Esta respuesta

temprana sugiere una propiedad mitégena intrinseca de linfocitos B del
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conjugado PRP-OMP ademas de la capacidad de activacion de linfocitos
T cooperadores [20].

En un estudio de tres vacunas autorizadas con conjugados de
Hib, Hib-CRM197 gener6 los niveles mas altos de IgG1 y la proporcion
mas alta entre IgG1 / 19gG2 que PRP-D y PRP-OMP [30], reflejando los
niveles de anticuerpos totales mas altos inducidos por Hib-CRM197 [31].
En términos de actividad funcional, los anticuerpos contra PRP inducidos
por las vacunas con conjugados de Hib, PRP-TT induce una mayor
calidad de anticuerpos contra PRP que PRP-OMP [32,33]. Las cuatro
vacunas con conjugados de Hib se han evaluado en estudios de eficacia
protectora (Tabla 1) a pesar de las muy marcadas diferencias en su perfil
de capacidad inmundgena, todas han demostrado eficacia contra la
enfermedad invasiva por Hib cuando se administran en al menos dos
dosis a bebés, a excepcion de PRP-D. Aunque muy eficaz en Finlandia,
PRP-D no fue capaz de proteger a los nifios nativos de Alaska [34], en
gran medida debido a la epidemiologia Unica de la enfermedad por Hib
en esta poblacién, caracterizada por tasas elevadas de enfermedad que
se producen muy temprano en la vida. Debido a la temprana y elevada
respuesta de anticuerpos que se logra tras una unica dosis de PRP-
OMP, PRP-OMP desde entonces se ha usado con éxito en Alaska, asi
como en otras poblaciones indigenas con epidemiologia similar, tal como
los aborigenes australianos.

Portadores e inmunidad colectiva

En los primeros afios tras la introduccion de la vacunacion con

conjugado de Hib se observo un descenso en la carga de la enfermedad
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que era despropbrcionada con respecto a la poblacién que se habia
vacunado. Después de la introduccién de PRP-D en los Estados Unidos
par nifios > 18 meses de edad, la incidencia de la enfermedad por Hib
disminuy’en nifios < 18 meses que no habian sido incluidos en la
vacunacién rutinaria [39]. Estos datos sugieren que la vacunaciéon con
conjugado de Hib no solo confiere proteccién a los nifios de 2 afios de
edad y mayores sino que también disminuye la transmision de Hib a
bebés susceptibles no inmunizados [40,41].

Los nifios inmunizados con vacunas con conjugados de Hib pero
no con vacuna con CP de Hib simple presentan un riesgo menor de
colonizacién nasofaringea de Hib que en los niflos no vacunados
[40,41,42,43]. Se sugiere que el mecanismo responsable es la presencia
de anticuerpos contra CP de Hib en la mucosa nasofaringea [44]. Parece
que es necesaria una mayor concentracién en suero de anticuerpos
contra PRP (3-7 pg/ml) para evitar la colonizacion que para prevenir la
enfermedad invasiva [20], lo que sugiere que la mayoria de la inmunidad
colectiva es inducida por el refuerzo durante los primeros afios. En los
adultos vacunados, los anticuerpos IgG contra PRP detectados en las
secreciones nasofaringeas y la saliva probablemente se derivan de
concentraciones elevadas de anticuerpos en suero {44].

Las concentraciones menores de anticuerpos en bebés
vacunados 2-4 veces pero sin refuerzo se han asociado a una
prevencion menos completa del transporte [42,45,46). Dado que los

anticuerpos estaran altos sélo inmediatamente después de la
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inmunizacién, la memoria inmunolégica también puede desempefiar un
papel en la prevencién o acortamiento de la colonizacion.

Correlaciones seroldgicas de la proteccion

Los estudios de inmunizacion pasiva estimaron que las
concentraciones protectoras de anticuerpos contra CP de Hib estan entre
0,05 y 0,15 pg/mi [5]. Los ensayos de analisis de la eficacia usando
vacunas con CP de Hib demostraron que el 90% de los bebés
inmunizados a los 18-23 meses de edad todavia tenian anticuerpos
contra CP de Hib 20,15 ug/ml un afio y medio después de la vacunacion,
lo que tiene correlaciéon con la eficacia protectora observada [11,12].
Estos estudios establecieron una concentracién de anticuerpos
necesaria de 0,05-0,15 upg/ml en el momento de exposicion a la
colonizacion para prevenir la enfermedad [47,48] que llevo al
procedimiento estandar de expresar la seroproteccion contra CP de Hib
en términos del porcentaje 2 0,15 pg/ml. En el ensayo de eficacia de
PRP simple finlandés, el porcentaje de nifios >18 meses de edad con
niveles de anticuerpos post-inmunizaci.én > 1 pg/ml tres semanas
después de la inmunizacién reflejaba la eficacia que se observaba en
ese grupo de edad. Dado que las concentraciones de anticuerpos
descendian después de la inmunizacidn, se estimd que era necesaria
una concentracién post-vacunacion de 1 ug/ml para asegurar una
concentracion minima de al menos 0,1 pg/ml durante el afo posterior.

Los niveles de anticuerpos contra PRP protectores a largo plazo
que se derivan de los estudios de PS de Hib pueden sobrestimar la

concentracion de anticuerpo contra PRP necesaria para la proteccion a
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largo plazo tras la vacunacion con conjugado de Hib debido a una mejor
actividad funcional mejorada (isotipo y maduracién de la avidez) de los
anticuerpos tras la vacunacion repetida y generacion de linfocitos B de
memoria [47,49]. Las observaciones de los ensayos en campo de
vacunas con conjugados de Hib apoyan esta hipétesis, aunque la
concentracién exacta de anticuerpo en suero suficiente para conferir
proteccién contra la enfermedad por Hib es dificil de definir dado que la
actividad funcional de anticuerpos contra CP de Hib depende de la
concentracién, isotipo Ig y avidez.

La Tabla 1 resume los ensayos de eficacia de la vacuna con
conjugado de Hib en los que estan disponibles los datos de eficacia
protectora asi como la capacidad inmunégena. En muchos estudios, la
proporcién de nifios que superan el umbral protector putativo de 1 pg/ml
tras la serie de inmunizacion primaria infraestimaron sustanciaimente la
eficacia protectora demostrada. Por el contrario, la proporcion de bebés
que lograban concentraciones de anticuerpos contra PRP 2 0,15 ug/ml
reflejaban mas fielmente las estimaciones de eficacia de la vacuna

observada [13,49,50]. Dado que la calidad del anticuerpo contra PRP

‘aumenta en funcién del tiempo tras la vacunacién primaria [51], el nivel

protector del anticuerpo maduro puede, de hecho, ser menor de 0,15
pg/ml: en el entorno de 0,05 pg/mi [20,52].

Eskola y cols. (1990) [35] postularon que cualquier nivel de
anticuerpos cuantificable en presencia de memoria es suficiente para la
proteccion. En Finlandia, la eficacia protectora observada del 90% se

aproximaba mas fielmente a la proporciéon de sujetos con
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concentraciones de anticuerpos contra PRP post inmunizacién primaria 2
0,06 ug /mi (85%) en vez de 2 0,15 pg/ml (70%).

En total, aunque de 5% a 68 % de los nifios vacunados con
vacunas con conjugados de Hib no logran niveles de anticuerpos 2 1
pg/ml tras la inmunizacién primaria (Tabla 1), casi todos ellos estaban
sensibilizados para una respuesta de anticuerpos contra CP de Hib,
evidenciada por la presencia de anticuerpo detectable tras la vacunacion
y estan protegidos contra la enfermedad por Hib.

Actividad funcional de los anticuerpos contra PRP

Los anticuerpos contra PRP generados por las vacunas con
conjugados de Hib son eficaces in vitro en pruebas tanto de
opsonofagocitosis como bactericidas e in vivo mediante la inmunizacion
pasiva de crias de rata tras la exposicién a Hib [52,53]. La actividad de
complemento de las fracciones IgG1 e 1gG2 en adultos sanos varia
cuando se exponen a Hib, aunque IgG1 es mas activa en la mayoria
[54]. Otros estudios han demostrado que es necesaria una mayor dosis
de anticuerpo IgG2 contra PRP de baja avidez para conferir proteccion
en un modelo de crias de rata que con la IgG1 de mayor avidez {33,55].

La avidez de los anticuerpos contra PRP aumenta desde despues
de la inmunizacién primaria a la anterior al refuerzo tras la inmunizacion
con conjugado [51,52] pero no aumenta mucho mas después de una
dosis de refuerzo en el segundo afio de vida. La mayor avidez y la
memoria inducida probablemente explican porqué la proteccion contra la
enfermedad por Hib sigue siendo alta incluso cuando un numero

considerable de niflos demuestran concentraciones de anticuerpos
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contra PRP < 0,15 pg/ml en los periodos anteriores al refuerzo. El
aumento en avidez refleja el proceso de la hipermutacién somatica de los
genes de refuerzo y la posterior seleccion de los linfocitos B resultantes
de elevada afinidad que se producen en el centro germinal tras una
respuesta dependiente de linfocitos T [56]. En algunos estudios, se ha
demostrado que existe una relaciéon entre la mayor avidez de los
anticuerpos y una funcién mas eficaz de los anticuerpos [32,57]. La
avidez de los anticuerpos parece estar correlacionada con la actividad
bactericida [32] y se ha sugerido como marcador alternativo para la
memoria inmunoldgica [56].

Aunque la vacuna con conjugados de PRP-OMP induce un
repertorio de anticuerpos diferentes con menor avidez y actividad
antibactericida comparada con otras vacunas [32], se ha demostrado que
PRP-OMP es eficaz. Esto indica que existe un nivel umbral con respecto
a la actividad antibacteriana de los anticuerpos contra CP de Hib. La
importancia relativa de la actividad bactericida u opsonofagocitica en el
mecanismo de defensa contra Hib en los seres humanos todavia es
cuestionable. Unicamente de forma muy ocasional se encuentra la
enfermedad por Hib en individuos con déficit del componente de
complemento terminal, mientras que este déficit esta habituaimente
asociado a la enfermedad por meningococos [58]. Los estudios de
meningitis por Hib en ratones que carecen de C5 demostraron una
capacidad normal de aclaramiento de Hib, mientras que en el caso de la
carencia de C3, se observé un aclaramiento deficiente que indicaba que

la opsonofagocitosis es de importancia critica. Practicamente todos los
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aduitos normales parecen poseer capacidad opsonofagocitica, que
depende de los anticuerpos contra CP de Hib mientras que
aproximadamente la mitad de los adultos demuestran actividad
bactericida [59].

Vacunas de Hib con base de DTPa combinadas

Tras la exitosa introduccién de las vacunas autorizadas con
conjugados de Hib que provocaron descensos rapidos e impresionantes
tanto en los portadores de Hib como en la enfermedad invasiva por Hib,
se produjeron vacunas de DTPw y de Hib con base de DTPa
combinadas y se introdujeron en un gran nimero de paises. La mezcla
de vacunas con base de DTPa con PRP-T o Hib-CRM197 produce un
menor porcentaje de bebés con concentraciones de anticuerpos contra
PRP 2 1 pyg/ml y menores GMC de anticuerpos que cuando las vacunas
se administran en sitios separados [60,61,62]. Sin embargo de forma
importante, la proporcion de bebés que logran concentraciones maximas
de anticuerpos contra PRP 2 0,15 ug/ml no es diferente.

Se han desarroliado cuatro vacunas de Hib con base de DTPa
combinadas diferentes: una usando Hib-CRM197 (ya no esta disponible),
y tres con base de Hib-TT, combinadas o bien con DTPa2 (2
componentes de Pa [toxoide de la tos ferina-PT + hemaglutinina
filamentosa-5 FHA]), DTPa3 (3-componente Pa [PT, FHA + pertactina-
PRN]) o bien con DTPa5 (5 componentes de Pa [PT, FHA, PRN,
Fimbriae-FIM2 + FIM3]) como pareja basica de DTPa, algunas veces con
componentes adicionales de HBV y/o IPV. Las dos combinaciones de

mayor uso DTPa3(HB)IPV-Hib (Infanrix® IPV+ Hib) y DTPa5-IPV-Hib
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(Pentacel™ o Pediacel™) se han revisado recientemente [63]. Las
combinaciones DTPa3 y DTPa5 inducen niveles de anticuerpos contra
PRP comparables (Figuras 1y 2), que son menores que con las vacunas
de Hib administradas por separado. Un estudio publicado con Pentacel™
[70] no mostro diferencias entre Pentacel™ y Hib por separado. Todavia
cuando se consideran los datos disponibles, la respuesta contra PRP se
reduce tras la vacunacién primaria con las vacunas de Pediacel™ vy
Pentacel™ combinadas con respecto a Hib administrada por separado
[71, 72, 73]: tal como se observa para otras combinaciones de DTPa-Hib.

A pesar de las menores concentraciones de anticuerpos contra
PRP que se logran, las vacunas de Hib con base de DTPa combinadas
se han adoptado extensamente y se ha demostrado que son muy
eficaces en la prevencion de la enfermedad. Los factores que
contribuyen a la eficacia protectora de las combinaciones de Hib con
base de DTPa fueron revisados por Eskola y otros en 1999 [13]. En
resumen, la inmunizacién con vacunas de Hib con base de DTPa
combinadas o las vacunas con base de DTPa administradas de forma
separada de Hib provocan que >95 % de los sujetos presenten niveles
de anticuerpos que indican proteccién y memoria inmunitaria tras la
vacunacioén primaria (20,15 pg/ml).

Las respuestas de memoria inmunitaria similares que se
desarrollan, evidenciadas por niveles similares de anticuerpos tras el
refuerzo, cuando Hib se administra por separado o se mezcla con
vacunas con base de DTPa, son consistentes con la observacion de los

estudios de eficacia finlandeses de que que una respuesta de
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anticuerpos detectables tras la vacunacién primaria evidencia una
sensibilizacién exitosa [35,74]. La actividad funcional de la vacuna con
base de DTPa que se administra junto con vacunas de Hib ha sido
demostrada en términos de avidez de los anticuerpos, actividad
bactericida, proteccion pasiva in vivo en el modelo de rata y
opsonofagocitosis [52,53]

La eficacia clinica de las combinaciones con base de DTPa-Hib en
la prevencion de la enfermedad por Hib se ha demostrado de forma
concluyente en paises con mecanismos de supervision integrales tales
como Alemania. En Alemania las vacunas de Hib con base de DTPa
(PRP-T) se administran a los 2, 3 y 4 meses de edad con un refuerzo
durante el segundo afo de vida. Las vacunas de Hib con base de DTPa
combinadas se han usado exclusivamente desde 1996 (1996: DTPa-Hib,
1998; DTPa-IPV-Hib, 2000; DTPa-HBV-IPV-Hib) con una eficacia
continuada estimada de la vacuna de 96,7% tras la inmunizacién
primaria [62,75].

Los estudios con vacunas combinadas de Hib con base de DTPw
muestran mayores concentraciones de anticuerpos contra PRP tras la
inmunizacién primaria que las combinaciones de Hib con base de DTPa,
pero ambos regimenes muestran concentraciones elevadas de
anticuerpos tras el refuerzo [76]. En los ultimos afos se han introducido
las combinaciones de DTPa-(HBV)-IPV-Hib y su administracion conjunta
con vacunas de meningococos y neumococos con conjugados. Esto

influye en la complejidad de las respuestas inmunitarias a los
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componentes individuales y potencia el riesgo de posibles interferencias
entre los diversos componentes.

Potenciacion del efecto de la vacuna de poliovirus inactivada
(IPV) en las vacunas combinadas de Hib con base de DTPa

Aunque se ha demostrado repetidamente que las vacunas
combinada de DTPa-Hib muestran una actividad funcional comparable a
la administraciéon separada de vacuna con conjugados de Hib [13,52]
existen indicios que sugieren que la presencia de IPV en algunas
vacunas de Hib con base de DTPa combinadas modula la respuesta
inmunitaria inducida por el componente de conjugado de Hib.

En un ensayo réa|izado en Suecia, se observdo que las
concentraciones de anticuerpos contra PRP eran estadisticamente
significativamente mas elevadas después de dos inyecciones
intramusculares de PRP-T mezclado con DT-IPV que cuando se
mezclaban con DT solo [77] (Tabla 2). Durante un estudio clinico
realizado en Alemania (1996-1998) se aleatoriz6 a los sujetos para que
recibieran vacunacion primaria a los 3, 4 y 5 meses de edad con diversas
vacunas combinadas de Hib con base de DTPa3. Las concentraciones
de anticuerpos contra PRP en sujetos que reciben vacunas que diferian
Unicamente en la presencia o ausencia de |IPV se presentan en la Tabla
2.(resultados no publicados previamente). Aunque no existen diferencias
entre las vacunas que contienen IPV y no IPV30 en cuanto a la
proporcion de nifios que alcanzan el limite de 0,15 ug/ml, los niveles de
anticuerpos contra PRP fueron mayores (estadis;cicamente significativos

para DTPa3-HBV-Hib comparado con DTPa3-HBV-IPV-Hib) en sujetos
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que recibian combinaciones de Hib con base de DTPa3 que contenian
IPV. También se ha observado que las respuestas de anticuerpos a la
hepatitis B son mas elevadas en una combinacién con DTPa-IPV
comparadas con una combinacion de DTPa sin IPV (5 Tabla 3) [80, 81}].

No siempre se ha observado un efecto potenciador por parte de
IPV en la respuesta contra PRP: en un estudio estadounidense, la
administracién conjunta de DTPa2-Hib (PRP-T) con IPV en inyecciones
separadas se asocié a una menor respuesta contra PRP comparada con
la administracién conjunta con OPV [78]. Esto sugiere un efecto
inmunoestimulante / adyuvante cuando PV és parte de la combinacién
de DT(Pa)Hib y que por lo tanto estara ausente si se administra IPV por
separado.

Se encontré que la avidez de los anticuerpos se reducia tras la
vacunacion primaria con DTPa3- Hib comparada con DTPa3 y Hib por
separado [53,76], un fendmeno que no se observa con combinaciones
mas grandes de Hib con base de DTPa3 que contienen IPV [52,53]. Los
resultados de avidez en bebés que participaron en tres ensayos clinicos
no muestran diferencias en la maduracién de los anticuerbos contra PRP
en la avidez entre las vacunas de DTPa3-HBV-IPV y Hib o entre las
vacunas de DTPa3-HBV-IPV-Hib y Hib con base de DTPw administradas
de forma mezclada o separada (Tabla 4). Por el contrario existia una
diferencia obvia entre la maduracién de la avidez tras la vacunacion
primaria con DTPa3-Hib comparada con DTPa3-HBV-IPV-Hib con un
indice de avidez menor antes y después de la dosis de refuerzo de

DTPa3-Hib comparada con las vacunas de DTPa3 y Hib administradas
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de forma separada. No se observaron diferencias en la capacidad de
proteccién contra la enfermedad tras la exposicién a Hib en un ensayo
de proteccidén pasiva de crias de rata [563]. En un informe reciente
Johnson y cols [76] también observaron una avidez reducida de los
anticuerpos tras la vacunacién de refuerzo con vacuna con conjugados
de Hib tras la vacunaciéon primaria con DTPa3-Hib comparada con
DTPw-Hib. Globalmente, los datos disponibles sugieren que comparadas
con las vacunas que contienen IPV, las vacunas sin IPV tal como
DTPa3-Hib pueden tener una capacidad reducida de inducir anticuerpos
contra PRP y maduracién de la avidez, aunque no se aitera la proporcion
de sujetos que alcanzan los niveles de anticuerpos contra PRP que
indican la proteccidén. Un reciente informe australiano sugirié que DTPa3-
IPV producia respuestas mas polarizadas a Th1 que incluian respuestas
de 1gG comparadas con DTPa3, lo que confirma la potencial actividad
adyuvante de IPV [79].

Fallos de la vacuna con conjugados de Hib

Debido a due las vacunas con conjugados de Hib inducen
memoria inmunitaria, anticuerpo funcionalés y muestran efectos de
inmunidad colectiva, los fallos de la vacuna sélo se han descrito
ocasionalmente tras la vacunacion primaria. Varios estudios han
demostrado que algunos bebés vacunados con conjugados
concentraciones de anticuerpos bajas o no detectables todavia estaban
protegidos contra la enfermedad [35,39]. Este grado de proteccién
superior al esperado se atribuy6é en parte a la inmunidad colectiva. Sin

embargo, también se atribuy6é algin papel al efecto protector de la
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sensibilizacion y la memoria, un efecto que fue evidente incluso en bebeés
muy pequefios que se vacunaron de acuerdo con calendarios tempranos
y acelerados tales como el calendario de 2, 3, 4 meses que se emplea
en el Reino Unido [13,82]. Por otra parte, el andlisis de las respuestas de
anticuerpos en nifios que presentaban una infeccién invasiva de Hib en
la era anterior a la vacuna o los que habian recibido vacunas con
conjugados de Hib indicaba claramente que la memoria inmunitaria sola
no era suficiente para proteger algunos individuos de la enfermedad
invasiva [83,84]. Este ha sido el caso también tras la vacunacion con
conjugado de MenC en el Reino Unido [85]. Los recientes aumentos en
los fallos de vacunas de Hib en el Reino Unido han generado un
renovado interés por los efectos del calendario, tipo de vacuna,
poblacién y potenciales interferencias especificas de transportador o
inespecificas sobre la resersta inmunitaria y los mecanismos de
proteccién que confieren las vacunas con conjugados de Hib.

Interferencias en la respuesta inmunitaria a vacunas con
conjugados de Hib |

Las interferencias o potenciaciones especificas de transportador
pueden explicarse mediante efectos especificos sobre los linfocitos T
cooperadores y se describen adicionalmente mas adelante. Las
interferencias inespecificas son menos faciles de comprender. Las
citocinas y los inhibidores de citocinas que producen los linfocitos T
localmente en un nédulo linfatico no son especificas de antigeno, y por lo
tanto las respuestas inmunitarias activas contra un antigeno pueden

interferir con las respuestas inmunitarias a ofro antigeno que se
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administra de forma simultanea en una combinacion de vacunas que se
administran en el mismo sitio [120]. Los efectos inespecificos también
pueden producirse cuando las vacunas administradas de forma
concomitante que contienen componentes similares se aplican en una
serie de inmunizaciones, tal como en los calendarios pediatricos con
DTPa y conjugados concomitantes que emplean toxoides de la difteria
y/o del tétanos (DT / TT) como transportador. En esta ultima situacion,
los linfocitos T especificos para DT y/o TT pueden influir sobre las
respuestas inmunitarias dado que los linfocitos T pueden haber viajado
alcanzando noédulos linfaticos de la regidn en la que se inyecta la vacuna
administrada concomitantemente [121].

Fallos con la vacuna con conjugados de Hib en el Reino
Unido

En el Reino Unido, la vacunacién rutinaria contra Hibalos 2,3y 4
meses de edad usando DTPw-Hib, sin dosis de refuerzo se combin6
inicialmente con una campana de puesta al dia para alcanzar a los nifios
de hasta 5 afios de edad. La campana tuvo mucho éxito y entre 1989 y
1992 en global la eficacia de la vacuna de DTPw-Hib (Hib-CRM197 o
PRP-T) fue del 87,1% (IC del 95% 65,5%; 95,2%, [86]). En un estudio de
control de casos histérico la eficacia de la vacuna de DTPw-Hib de un
97,3% después de un afo de edad se consider6 que apoyaba la
continuacién de la politica de no refuerzo empleada en el Reino Unido
[87]. Sin embargo, usando el procedimiento de cribado mas sensible,
mas tarde se hizo evidente que la eficacia de la vacuna de DTPw-Hib

después de dos anos cayd desde el 71,7% (3,4%; 91,7%) durante la
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campafia de puesta al dia a -17,0% (- 272%; 63,2%) en 1998-1999 [86].
Cada vez se informaba de mas casos de fallos de la vacuna de Hib en
nifios >1 afio de edad a partir de 1999 [88] y se exacerbaron entre 2000
y 2002 tras la sustitucién de la vacuna de DTPw-Hib por DTPa3-Hib que
coincidié con la introduccién y administracién conjunta con la vacuna con
conjugados MenC-CRM197 de N. meningitidis del serogrupo C. [89]. En
respuesta al incremento en los fallos de la vacuna de Hib, se inicié una
segunda campafa de puesta al dia en 2003 y todos los nifios de entre 6
meses y 4 afios recibieron una dosis de refuerzo de conjugado de Hib.
Actualmente se recomienda una dosis de refuerzo de vacuna de Hib con
conjugados a los 12 meses de edad como parte del calendario rutinario
[90].

Existieron muchos eventos que provocaron el aumento que se
observé en los fallos de la vacuna de Hib en el Reino Unido. Aunque es
tentador mantener que la falta de una dosis de refuerzo y la vacuna de
DTPa3-Hib que se empled como responsables unicos, la experiencia del
Reino Unido con vacunas con conjugados de Hib ilustra como las
vacunas combinadas muy eficaces pueden ser menos eficaces en
algunas circunstancias.

Efectos del calendario y refuerzo sobre la respuesta
inmunitaria a vacunas con conjugados de Hib

La capacidad de las vacunas con conjugados de Hib de mantener
un nivel minimo de anticuerpos asi como la induccién de memoria di6
soporte a la idea de que no era necesaria una dosis de refuerzo para la

proteccion a largo plazo y posteriormente en el Reino Unido se adopt6
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un calendario de inmunizacion sin un refuerzo en el segundo afio de
vida [91]. Muchos estudios han establecido ahora la importancia del
refuerzo de Hib tras una serie de vacunacion primaria para generar una
proteccién a largo plazo contra la infeccion, la colonizacion y
potenciacion de la memoria inmunitaria [20,92,93,94]. La ausencia de
una dosis de refuerzo se asocié a un aumento de la enfermedad por Hib
[94] en Alemania y con una reduccién de la prevencion de la colonizacion
por Hib [20].

En Alemania, se administran vacunas de Hib con base de DTPa
(PRP-T) en el mismo calendario temprano y acelerado de 2, 3 y 4 meses
que se usaba en el Reino Unido, pero se ha administrado una dosis de
refuerzo durante el segundo afio de vida desde 1996. No se ha resefiado
ninglin aumento en los fallos de la vacuna de Hib a pesar del uso
exclusivo de las vacunas combinadas de Hib con base de DTPa [62,75].
Pueden extraerse muchas similitudes entre las vacunas con conjugado
de Hib y las vacunas con conjugado de MenC, porque en el Reino Unido
se ha hecho obvio muy pronto que la eficacia de la vacunas de MenC
administradas en los primeros afios disminuia rapidamente después del
primer afio en ausencia de una dosis de refuerzo [85].

La evaluacion del efecto de la dosis de refuerzo en Alemania
puede confundirse potencialmente por el hecho de que aunque DTPa3-
Hib se usé ampliamente entre 1996 y 1998, las combinaciones de
vacunas que se usan desde 1999 contienen IPV [62]. En las
circunstancias habituales, los efectos potenciadores de IPV en la

respuesta contra Hib probablemente serdn minimos a nivel de la
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poblacién: los indicadores de la protecciéon (proporcién 20,15 pg/mi
[Figura 1] y proteccion en el modelo de exposicién a Hib en crias de rata
[53]) son similares tras la administracion de combinaciones de DTPa3-
Hib y de DTPa-Hib que contienen IPV. Por el contrario, el impacto de
una dosis de refuerzo para reducir la colonizacién, aumentar las
concentraciones de anticuerpos, mejorar la inmunidad colectiva y
mejorar la respuesta inmunitaria en los nifios sensibilizados de forma
adecuada es sustancial a nivel de la poblacién. El papel de IPV puede
ser mas importante para la inmunidad de la poblacién en situaciones en
las que la capacidad inmunégena de DTPa3-Hib por alguna razén se ve
perjudicada y cuando no se administra una dosis de refuerzo - tal como
se describe mas adelante en el Reino Unido.

Vacuna de DTPa3-Hib

En el Reino Unido, tanto para las vacunas de Hib como de
conjugado de MenC, los fallos ocasionales en la proteccion se han
asociado a poblaciones cuyos niveles de base de anticuerpos contra CP
tenian probabilidad de ser bajos comparados con los niveles que se
considera que son protectores [85,95,96]. Dichos niveles bajos o incluso
no detectables de anticuerpos especificos pueden hacer que un individuo
sea susceptible a una rapida invasién antes de que la respuesta
sensibilizada pueda hacer efecto.

Aunque no se ha observado en el Reino Unido, unas
concentraciones de anticuerpo contra Hib menores pueden producir

tasas mas altas de colonizacion por Hib y una menor inmunidad
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colectiva, aumentando asi el riesgo de exposicién para los nifios
inmunizados, parcialmente inmunizados e inmunocomprometidos.

La eficacia protectora de las vacunas de Hib con base de DTPa3
se ha demostrado y las concentraciones de anticuerpos contra PRP
logradas tras la vacunacién primaria con DTPa3-Hib, inclusive en el
Reino Unido cuando se administra sin la administracién conjunta de
MenC-CRM197, estan en el mismo intervalo que ofras vacunas de
combinaciones de Hib con base de DTPa3- y DTPa5 [63] (Figuras 1y
2). Por lo tanto, las razones por las que la vacuna demostrablemente
inmunagena de DTPa3-Hib que se usa en el Reino Unido exacerbd una
tendencia subyacente de aumentar los crecientes fallos de la vacuna de
Hib con conjugados requieren una evaluacién cuidadosa. En un ensayo
clinico realizado en el Reino Unido en 1996-1997, la respuesta contra
PRP tras la vacunacion primaria con DTPa3-Hib fue satisfactoria (GMC
1,56) y el 96,0% de los nifios logré concentraciones de anticuerpos
contra PRP 20,15 pg/ml (Tabla 5). De forma crucial, en la practica la
vacuna de DTPa3-Hib en el Reino Unido se administré conjuntamente
con la vacuna de MenC-CRM197 durante 1999-2000, una administracion
conjunta que hasta la fecha no se ha evaluado en ensayos clinicos
controlados.

Los posteriores estudios realizados en el Reino Unido sugieren
con fuerza una interferencia inmunitaria de MenC-CRM197
(Meningitec™ Wyeth Lederle Vaccines, Pearl River NY) sobre las
concentraciones de anticuerpos contra PRP (Tabla 5), con una marcada

reducciéon de GMC de los anticuerpos contra PRP y una menor
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proporcion de sujetos que alcanzaban el limite de 0,15 pg en los sujetos
del Reino Unido vacunados con DTPa3-Hib administradas
conjuntamente con MenC-CRM197 [65,96] que el estudio en el que se
administraba DTPa3-Hib solo. Cuando se analizaron muestras del
estudio realizado por Slack y cols [96] en GlaxoSmithKline Biologicals, la
GMC de anticuerpos contra PRP era de 0,54 pg/ml (IC del 95% 0,34,
0,59) comparada con 1,56 (1,19;2,04) en el estudio de 1996 sobre
DTPa3-Hib, también realizado en el mismo laboratorio usando pruebas
validadas (datos no publicados anteriormente). En un estudio en el que
se administr6 DTPa3-Hib conjuntamente con Meningitec™ (MenC-
CRM197) asi como una vacuna neumocécica experimental 9-valente
(9vPCV) que también use CRM197 como conjugado proteinico [63], el
anticuerpo contra PRP GMC vy la proporcion de sujetos con
concentraciones 2 0,15 pg/mi (analizado en laboratorios del Reino Unido)
también se encontré que eran excepcionalmente bajas (Figuras 1y 2).
Las concentraciones de anticuerpos contra PRP y la maduracion
de la avidez puede ser algo menor tras la sensibilizacion con DTPa3-Hib
que con vacunas combinadas que contienen IPV [53]. Un estudio mano a
mano con DTPa3-HBV-Hib comparada con DTPa3-HBV-IPV-Hib
demostré  significativamente concentraciones mas elevadas de
anticuerpos contra PRP tras la vacunacién primaria con la vacuna que
contenia IPV (Tabla 2). En los estudios clinicos, las vacunas combinadas
de DTPa3-HBVIPV- Hib o DTPa5-IPV-Hib administradas conjuntamente
con MenC-CRM197 (Meningitec™) en Alemania [67] y el Reino Unido

[89,97] produjeron concentraciones de anticuerpos contra PRP similares
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a las que se observaron usando DTPa-Hib solo. En particular, los
resultados de estudios alemanes sobre DTPa3-HBV-IPV-Hib + MenC-
CRM197 (Menjugate®, Chiron Emeryville, CA en [68] y Meningitec™ en
[67]) en un calendario de 2-3-4 presentan un marcado contraste con el
estudio del Reino Unido sobre DTPa3-Hib + MenC-CRM197
(Meningitec™) administrado con el mismo calendario (GMC de
anticuerpos contra PRP de 2,60 pg/ml [68]) o 2,78 pg/ml [67]
comparadas con 0,54 ug/ml (Tabla 5), respectivamente. Estos datos
sugieren que la presencia de IPV fue suficiente para enmascarar la
interferencia de CRM197 en la respuesta contra Hib. En linea con la
observacion de que la respuesta contra PRP puede potenciarse en
presencia de IPV (Tabla 2), otros estudios controlados en Espafa y
Alemania en los que los bebés recibieron la vacuna DTPa3-HBV-IPV-Hib
hexavalente con o sin MenC-CRM197 (Meningitec™) a los 2, 4 y 6
meses (Espafa [98]) o 7vPCV-CRM197 a los 2, 3 y 4 meses (Alemania
[99,100]) de edad no mostraron diferencias entre los grupos en la
respuesta contra Hib con respecto a la proporcion de sujetos con
anticuerpos contra PRP 2 0,15 pg/ml. En uno de los estudios [100] se
encontré una menor proporcién de sujetos que alcanzaban el limite de
1,0 yg/mil.

En un estudio canadiense cuando se administraban las vacunas
DTPa5-IPV-Hib y 7vPCV-CRM197 de forma alternante con un mes de
diferencia, la respuesta de anticuerpos contra PRP se redujo
notablemente [102] (Figura 1, Figura 2). Ademas, se ha encontrado que

cuando se administraban conjuntamente DTPa2-HBV-IPV-Hib y 7vPCV-
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CRM197 en Alemania, la respuesta contra la hepatitis B se reducia
significativamente [103] (p<0,05 prueba t bilateral): esto no se encontré
cuando se administré conjuntamente DTPa3-HBV-IPV-Hib y 7vPCV-
CRM197 [99].

Globalmente, existen indicios de peso, aunque indirectos, que
sugieren que la presencia de IPV en las vacunas combinadas
pentavalente y hexavalente evitaba en gran medida la interferencia que
se observa entre las vacunas que contienen DTPa3-Hib y CRM197. Este
efecto adyuvante (77) parece compensar en gran medida la interferencia
inespecifica relacionada con los conjugados de CRM197 cuando se
administran conjuntamente con vacunas de Hib con base de DTPa
(PRP-TT).

Sin embargo, parece evidente que los efectos de potenciacion de
la inmunidad de IPV pueden malograrse en ciertas circunstancias tales
como una administracion alternante de vacunas que contienen CRM197
y que contienen Hib. Ademas, el efecto de CRM197 puede estar
relacionado con la dosis, con una mayor interferencia cuando ambas
vacunas, MenC-CRM197 y 7vPNC, se administran conjuntamente con
Hib a la vez (Figura 1). A pesar de la presencia de IPV, DTPa2- HBV-
IPV-Hib demostré unas menores respuestas contra la hepatitis B cuando
se administré conjuntamente con 7vPCV-CRM197.

Las interferencias o potenciaciones especificas de transportador
pueden explicarse mediante efectos especificos sobre los linfocitos T
cooperadores y se describen adicionalmente mas adelante. Las

interferencias inespecificas son menos faciles de comprender. Las
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citocinas y los inhibidores de citocinas que producen los linfocitos T
localmente en un nédulo linfatico no son especificas de antigeno, y por lo
tanto las respuestas inmunitarias activas contra un antigeno pueden
interferir con las respuestas inmunitarias a otro antigeno que se
administra de forma simultanea en una combinacién de vacunas que se
administran en el mismo sitio (Insel, 1995, Ann. NY Acad. Sci 754, 35).
Los efectos inespecificos también pueden producirse cuando las
vacunas administradas de forma concomitante que contienen
componentes similares se aplican en una serie de immunizaciones, tal
como en los calendarios pediatricos con DTPa y conjugados
concomitantes que emplean toxoides de la difteria (DT) o del tétanos
(TT) como transportador. En esta Ultima situacion, los linfocitos T
especificos para DT y/o TT pueden influir sobre las respuestas
inmunitarias dado que los linfocitos T pueden haber viajado alcanzando
noédulos linfaticos de la regién en la que se inyecta la vacuna
administrada concomitantemente (Insel, 1995, Ann. NY Acad. Sci 754,
35).

La administracion conjunta de muiltiples vacunas con conjugados
anteriormente ha producido efectos inesperados: se observaron
respuestas inmunitarias mas elevadas contra PRP y TT pero respuestas
reducidas contra MenC cuando PRP-T se administraba conjuntamente
con MenC-TT [97]. A la inversa, cuando se administraba 4vPCV-TT
conjuntamente con DTPw-PRP-T, se inhibian las respuestas inmunitarias
tanto a TT como a Hib de un modo que era inversamente proporcional a

la dosis de TT recibida [104]. El mecanismo de potenciacion o
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interferencia especifico de antigeno por TT posiblemente esta en funcion
de la actividad de los linfocitos T asi como de la cantidad de proteina
transportadora y polisacarido que se administra [105]. Un conjugado
neumocdcico 11-valente que contiene siete conjugados de TT demostro
respuestas deficientes a los siete conjugados de TT cuando se
administré conjuntamente con una combinacién de DTPa-Hib comparada
con una combinacion de DTPw-Hib, lo que sugiere que las respuestas de
los linfocitos T contra TT eran diferentes contra DTPa5-IPV-Hib que
contra DTPw-IPV-Hib [105]. No se encontrd este efecto para los cuatro
conjugados de DT que se incluian en la 11vPCV.

Asi, la potenciacion o interferencia en la respuesta inmunitaria
contra antigenos especificos puede estar mediada por efectos
especificos sobre los linfocitos T asi cmo por efectos "inespecificos”, lo
que demuestra que las consecuencias de la administraciéon conjunta de
multiple vacunas con conjugados sobre la respuesta inmunitaria son
complejos y dificiles de predecir. La interferencia inespecifica
relacidnada con la administraciéon conjunta con conjugados de CRM197
probablemente se refiere a mecanismos de regulacién de linfocitos T
especificos para el toxoide de la difteria que también esta presente en
las combinaciones de DTPa(HBV)(IPV)Hib-TT.

Factores ambientales y de poblacién

El efecto de los factores ambientales | sobre las respuestas
inmunitarias es un fenémeno mal entendido pero bien reconocido. En
una publicacién que revisa 146 ensayos clinicos realizados con ActHib™

(PRP-T) [107] la proporcién de sujetos del Reino Unido que lograron
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concentraciones de anticuerpos contra PRP 20,15 pg/ml tras la
vacunacién primaria fue de 69% (PRP-T sola) y 73% (DTPw-PRP-T)
comparado con tasas de mas del 90% en los otros estudios que se
presentaron. En un estudio de DTPa2-Hib (ActHib™) 82% de los sujetos
del reino unido alcanzaron el limite de 0,15 pg/ml, una cifra que estaba
en la parte baja de la horquilla que se resefia para las combinaciones de
Hib con base de DTPa3-y DTPa5 en otros estudios. Una causa posible
para la deficiente o menor respuesta inmunitaria a la vacunacion puede
ser una sensibilidad natural menor debido a una colonizacion
nasofaringea menor como resultado de los efectos colectivos del
programa de inmunizacion [42,95,108,109].

Anteriormente se ha resefiado que el 30% de los nifios del Reino
Unido que sufren un fallo de la vacuna con conjugados de Hib mostraron
deficiencias menores de inmunoglobulinas o sus subclases que pueden
estar asociadas a un retraso en la maduracion de la capacidad de
resleesta de los linfocitos B a los polisacaridos [95].

La alimentacién con leche materna tiene un efecto positivo sobre
la respuesta inmunitaria a vacunas con conjugados de Hib [110]. No se
conocen los posibles efectos sobre la poblacién de la inmunidad que se
produce por las practicas de alimentacion con leche materna en el Reino
Unido.

Los estudios de la cinética de anticuerpos tras la enfermedad y la
vacunaciéon con vacunas con conjugados de Hib sugiere que las
respuestas de anticuerpos de 1gG en suero no pueden detectarse antes

de 3-4 dias tras la exposicion a antigenos, incluso en individuos que

L
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estan sensibilizados [111,112,113]. Esto puede ser particularmente
importante si el anticuerpo presenta una funcion deficiente debido a la
maduracién deficiente de la avidez. Por lo tanto, no es sorprendente que
para algunos individuos su memoria inmunolégica no les proteja [114].
Varios estudios tras la vacunacién de bebés prematuros con vacunas
con conjugados observaron menores respuestas primarias de
anticuerpos [96] y una persistencia menor [115]. Tras la dosis de
refuerzo de la vacuna con conjugados a los 12 meses, sin embargo, los
bebés prematuros y a término lograron los mismos niveles de
anticuerpos.

Efectos de la cepa de Hib

La invasividad de una cepa de Hib individual esta relacionada con
la produccion de CP y se ha asociado a la produccion de multiples
copias de las secuencias génicas capb; los genes que estan implicados
en la expresién de la capsula de Hib [116]. En un estudio de Cerquetti y
cols [117], se aislé una proporcién significativamente mayor de cepas
con copias multiples de secuencias génicas capb (> 2 repeticiones) de
pacientes del Reino Unido con fallo de vacuna verdadero comparados
con nifios sin vacunar, lo que sugiere que el nivel de la expresion del
polisacarido capsular desempefia un papel en la virulencia de las cepas.

A partir de 2002 se observé un aumento de dos a tres veces en
los fallos de la vacuna de Hib en los Paises Bajos que, al contrario que

en el Reino Unido, afectaba a todas las edades [108]. Los nifios de los

Paises Bajos recibieron una vacunacion primaria con DTPw-IPV + Hib

(por separado) a los 2, 3 y 4 meses de edad con un refuerzo a los 11
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meses. Hasta la fecha no se ha encontrado una explicaciéon adecuada
para el aumento, sin embargo se ha sugerido que la mayor diversidad
genética de Hib puede haber contribuido. La investigacion del genotipo
de las cepas de Hib clinicas ha proporcionado indicios de que los adultos
que portan diversas cepas de Hib son la fuente de la infeccién por Hib en
los nifios [118]. En el Reino Unido no se ha registrado dicho cambio en la
diversidad genética [119].

Estos datos sugieren que en los Paises Bajos, los patrones de
transmisién cambiaron durante el periodo de vacunacién hacia la
transmisién de adulto a niflo en vez de la transmisién de nifio a nifio del
periodo anterior a la vacunacion.

Dictamgn del experto

Las vacunas con conjugados de Hib han influido profundamente
en la epidemiologia de la enfermedad por Hib en paises en los que su
uso se ha extendido. La eficacia de todas las vacunas existentes
actualmente con conjugados de Hib se ha demostrado ampliamente y las
diferencias entre las vacunas en términos de la magnitud de la respuesta
de anticuerpos contra PRP y la avidez de los anticuerpos no han influido
en su eficacia, excepto en ciertos grupos tales poblaciones indigenas
que padecen la enfermedad a edades temprana y que dependen de la
obtencién de altas concentraciones de anticuerpos tras una unica dosis.
Las vacunas combinadas de Hib con base de DTPa (PRP-T) se usan
extensamente e inducen concentraciones de anticuerpos comparables a
las producidas por PRP-OMP solo con eficacia demostrada. Las vacunas

combinadas de Hib con base de DTPa inducen una respuesta contra
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PRP con caracteristicas funcionales similares a las de las vacunas de
Hib administradas por separado. Tras una revisién exhaustiva de Ia
bibliografia [63] el National Advisory Committee de Canada
recientemente concluyé que “La respuesta contra PRP parece estar
asociada mas a la edad y al calendario de administracion de las vacunas
que con el tipo de vacuna.” [120, p11].

La administraciéon conjunta de vacunas con conjugados puede
provocar una potenciacion o interferencia debido a las bien
documentadas interacciones especificas con el transportador, o a la
menos documentada potenciacion o interferencia inespecifica, cuyo
mecanismo todavia no se entiende bien.

La interferencia inespecifica entre los conjugados que contienen
DTPa-Hib y CRM-197 parece estar relacionada con la dosis, asi como
influenciada por el régimen de Vacunacién. La regulacion de los linfocitos
T de las respuestas contra CRM197 / toxoide de la difteria son la causa
probable; aunque todavia debe aclararse el mecanismo exacto. Cuando

se administran las combinaciones de (HBV)-IPV-Hib con base de DTPa3

'y DTPa5 concomitantemente de forma simultanea (es decir no de forma

alterna) con conjugados de CRM197 no se han observado interferencias
(Tabla 5).La administracion conjunta a la vez de conjugados de MenC-
CRM197 y PCV-CRM197 junto con combinaciones de DTPa-(HBV)-IPV-
Hib todavia debe dilucidarse. En un estudio reciente de una vacuna
combinada novedosa de MenC 9vPCV25 (todos conjugados con
CRM197) administrada conjuntamente con DTPw y PRP-T en el Reino

Unido, se redujeron las respuestas a Hib, difteria y MenC [106], a pesar
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de los conocidos efectos adyuvantes de DTPw. La impredecible
naturaleza de la interferencia inmunitaria entre las vacunas con
conjugados administradas conjuntamente subraya la importancia de una
evaluacién adecuada de la administracién conjunta de vacuna con
conjugados antes de su aplicacion a programas de sanidad publica.

Aunque tanto la falta de una dosis de refuerzo como la aplicacion
de DTPa3-Hib durante un periodo de control subdptimo de la
enfermedad por Hib estaban indiscutiblemente ligados al aumento de los
fallos de la vacuna de Hib con conjugados en el Reino Unido, existen
indicios de peso que sugieren que la interferencia inmunitaria que se
produjo cuando se administr6 DTPa3-Hib conjuntamente con
MenCCRM197 se anadio al ya creciente numero de fallos de la vacuna
de Hib con conjugados que se observé.

De forma interesante, la interferencia inmunitaria entre las
vacunas que contienen CRM197 y conjugados de Hib parece modularse
cuando esta presente IPV en las combinaciones de DTPa3-Hib que se
administran. Esta caracteristica de combinaciones mas grandes requiere
investigacién adicional y puede tener consecuencias muy practicas para
las autoridades que deseen administrar concomitantentemente diversos
antigenos conjugados en una Unica visita de vacunaciéon. Ademas de
Hib-TT, las respuestas de anticuerpos contra la hepatitis B también
parecen potenciarse cuando esta presente IPV en la combinacién de
DTPa- HBV-Hib. Sin embargo, el efecto adyuvante de IPV parecia

insuficiente para prevenir la interferencia en la hepatitis B cuando

Ied
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DTPa2-HBV-IPV-Hib se administraba conjuntamente con 7vPCV-
CRM197.

Todavia quedan muchas cuestiones sin responder en la
comprension de las respuestas celulares y humorales de anticuerpos en
seres humanos vacunados con polisacarido —proteina y la complejidad
de las respuestas inmunoldégicas a las vacunas combinadas. Por lo tanto
sigue siendo critico realizar pruebas continuadas después de la
autorizacion y supervision de las vacunas con conjugados de Hib para la
deteccion temprana de circunstancias cambiantes que puedan influenciar
la eficacia de las vacunas administradas.

Revisién a los cinco afios

En los proximos cinco afios es improbable que se produzcan

cambios importantes en las vacunas disponibles actualmente y muy

eficaces de conjugado de Hib-TT y de hepatitis B — aunque puede‘

esperarse el uso creciente de vacunas con conjugados de Hib que
contienen menos antigeno y en combinaciones novedosas. Se producira,
con suerte y probablemente, la introduccién adicional de combinaciones
de DTPw-HBV-Hib en los paises en desarrollo. Las decisiones de
administrar concomitantemente vacunas con conjugados debera
apoyarse en indicios de ensayos clinicos realizados de forma adecuada
para evitar consecuencias negativas de amplio espectro para la sanidad
publica. El area de las administraciones concomitantes pediatricas y las
potenciales interferencias se describirdn mejor. Se producira una posible
autorizacion de conjugados Hib- MenCY-TT, ACWY-DT, ACWY-
CRM197, ACWY-TT, 10vPCV-proteina D y 13vPCV-CRM197
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pediatricos. Puede recomendarse la administracién conjunta de
combinaciones especificas de DTPa con vacunas con conjugados
especificas para evitar la interferencia o para potenciar las respuestas
inmunitarias contra componentes de la vacuna en las combinaciones de
DTPa(HBV)IPV-Hib.

Infanrix™ es una marca del grupo de compafiias de
GlaxoSmithKline. ActHib™, Pediacel™ y Pentacel™ son marcas de
Sanofi Aventis. Prevenar™ y Meningitec™ son marcas de Wyeth Lederle

Vaccines. Menjugate® es una marca de Chiron.
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Figura 1. Resultados de los ensayos clinicos individuales con
vacunas combinadas de Hib-TT con base de DTPa3- y DTPa5.
Proporcion de sujetos con concentraciones de anticuerpos contra PRP
20,15 pg/ml después de vacunacién primaria con 3 dosis.

*Sin datos disponibles
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Figura 2. Resultados de los ensayos clinicos individuales con
vacunas combinadas de Hib-TT con base de DTPa3- y DTPa5. GMC de
anticuerpos contra PRP (ug/ml) después de una vacunacion primaria de
3 dosis.

Valores de GMC menores y mayores presentados a partir de [69]
Los datos para las Figuras 1y 2 estan adaptados a partir de [60, 63, 64,
65, 66, 68, 69, 70, 72, 73].
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Tabla 4: Indice de avidez medio geométrico (GMAI) de los anticuerpos

126

1gG contra PRP en tres estudios clinicos (adaptado de [53])

Estudio

Grupo

N

GMAI
(IC al 95%)

fP=

Estudio 1: vacunacion primaria a los 2-

-6 meses con refuerzo a los 15-18 meses

Después de | DTPa3 + Hib |33 0,094 (0,092-0,096) 1
la primaria

DTPa3 + Hib |45 0,094 (0,094-0,95)
Antes del | DTPa3 + Hib |21 0,292 (0,221-0387) 0,0189
refuerzo

DTPa3-Hib 18 0,183 (0,138-0,242)
Después del | DTPa3 + Hib | 31 0,252 (0,202-0,313) 0,0000
refuerzo

DTPa3-Hib 59 0,126 (0,115-0,138)

Estudio 2: vacunacion primaria a los 3

-5 meses con refuerzo a los 15-27 meses

Después de | DTPa3 + 140 0,126 (0,106-0,150) 0,0794
la primaria HBV + OPV +

Hib*

DTPa3-HBV- |40 0,105 (0,094-0,118)

IPV-Hib
Antes del | DTPa3 + Hib* | 21 0,192 (0,143-0,257) 0,8164
refuerzo

DTPa3 + Hib |23 0,183 (0,135-0,250)
Después del | DTPa3 + Hib* | 34 0,189 (0,145-0,246) 0,8067

152,
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127

refuerzo

DTPa3 + Hib

37

0,182 (0,136-0,193)

Estudio 3. vacunacion primaria a los 6-

0-74 semanas con refuerzo a los 75-19 meses

Después de | DTPw-HBV- |25 0,085 (0,070-0,103) 0,2398
la primaria Hibz 5

DTPw-HBV- |25 0,069 (0,051-0,094)

Hib
Antes del | DTPw-HBV- |25 0,207 (0,167-0,258) 0,0744
refuerzo Hib, 5

DTPw-HBV- |25 0,283 (0,214-0,374)

Hib

Muestras de sangre extraidas un mes después de la serie primaria de 3
dosis y antes y 4-6 semanas después de la dosis de refuerzo. N: nimero de
sujetos analizados; NS: diferencia no estadisticamente significativa; 1C del
95%: intervalos de confianza del 95%; GMAI:
geométrica; *OmniHIB™; HBV — vacuna de hepatitis B DTPw-HBV / Hib2,5:
vacuna de Hib que contiene 2,5 ug de PRP conjugado con TT. Estudio 1:
Alemania 20-08-1993 a 28-08-1995. Estudio 2 Estados Unidos 24-07-1996 a
28-04-1998. Estudio 3 Myanmar 16-01-1998 a 11-10-1999. t valor de P

bilateral usando una prueba ANOVA unilateral para mostrar la diferencia entre

los grupos.

indice de avidez media
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Tabla 5: Efecto de IPV en la reduccion de la interferencia sobre
la respuesta contra Hib, tras la administracion concomitante de MenC-

CRM197 e Hib-TT para la vacunacion primaria a los 2, 3 y 4 meses de

edad.
Alemania Reino Unido
Vacuna N >0,15 GMC | Ref N >0.15 GMC Ref
Hg/ml Hg/mi
DTPa3- | 387 96,4 2,022 | [60] | 103 96,0 1,56 *
Hib (1,766; (1,19;
2,316) 2,04)
DTPa3- 40 62,5 0,542 >
Hib + Sin datos (0,343;
MenC- 0,858)
CRM197%

DTPa3- | 145 | 99,3 2,62 | [66]
HBV-IPV- @2.1; Sin datos
Hib 3,2)

DTPa3- 105 97,1 2,78 [67]

HBV-IPV- (2,11; Sin datos
Hib + 3,65)
MenC-

CRM1971

*Dr IG Jones datos no publicados anteriormente, ** datos no

publicados anteriormente, T- Meningitec™
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Ejemplo 2

Se realiz6 un estudio para investigar la respuesta inmunitaria
contra PRP de Hib tras la administracion conjunta de Infanrix-Hexa con
diferentes vacunas con conjugados de neumococos que contenian
cantidades diferentes de TT tal como se detalla en la Tabla 6 mas
adelante.

0O Disefio experimental: estudio multicéntrico, aleatorizado, de
ciego simple con 11 grupos paralelos (60 sujetos por grupo), todos los
grupos recibieron una tanda de vacunacion primaria con tres dosis.

0O Nueve grupos recibieron cada uno una formulacion diferente de
las vacunas candidato 11Pn-PD-DiT con dosis de cada polisacarido tal
como se muestra en la Tabla 6. Ademas, un grupo recibié la vacuna de
primera generacion 11Pn-PD (como comparador) y un grupo recibio
Prevenar® (como control).

0 Todos los grupos también recibieron una inyeccion
concomitante de vacuna de DTPa-HBV-IPV/Hib.

0O Ciego: ciego simple, sin embargo los nueve grupos de 11Pn-
PD-DiT eran de ciego doble

0 Comparador: 11Pn-PD + DTPa-HBV-IPV/Hib

0 Control: Prevenar + DTPa-HBV-IPV/Hib

00 Calendario de vacunacién: se administré6 una tanda de
vacunacion primaria con tres dosis a bebés, de acuerdo con un
calendario de 2-3-4 meses. La primera dosis de la tanda de vacunacion

con tres dosis se administro entre 8 y 16 semanas (56-118 dias) de

/&5
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edad, con intervalos variables entre la dosis de vacunacién primaria de
28-42 dias.

0 Seguimiento de ocho dias de los sintomas locales y generales
referidos y seguimiento de 31 dias para los eventos adversos no
referidos después de cada dosis de vacuna. Los eventos adversos se
registraron durante todo el periodo del estudio.

0 Dos muestras de sangre:

- Inmediatamente antes de la 12 dosis (se extrajeron 4 ml).

- 1 mes después de la 32 dosis (se extrajeron 4 ml).

0O Duracion del estudio: aproximadamente 6 meses con un
periodo de admision de 3 meses.

Para cada sujeto la duracion del estudio era de aproximadamente
3 meses

Tabla 6: Dosis de polisacarido y transportador proteinico

para cada serotipo de formulaciones 11Pn-PD-DTT y el n.° de lote

N.° Dosis
1,3,4,5, Dosis | de total
6B 18C 23F 19F 7F,9vy 14 total | conju | deTT
Sin
Dosis de | Dosis de | Dosis de Dosis Dosis de deTT | gado | en
PD
PS PS PS de PS PS sen | 11Pn-
TT PD-
DiT
1ugde 3ugde 1 g de 3 g de
Forma A 1ugdePD 63 g {1 3 g
TTan DTan PD DT
1ugde 1 g de 1ugde 3 pgde
Forma B 1 g de PD 66 g | 2 6 ug
TTan TTax PD DT -
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1 g de Jugde 1 pgde 3 ugde

Forma C 1ugde PD 66 pg | 2 6 g
TTan DTaH TTaH DT -
1 g de 1pgde 1 ugde 3 ugde
Forma D _ 1 g de PD 69pg |3 9ug
TTaH TTan TTaH DT -
3 ugde 1ugde 1 g de Jpgde
Forma E 1ugde PD 75ug |3 15 g
TTan TTan TTan DT -
1 g de 3pgde 1 g de 3ugde
Forma F 1 g de PD 75ug |3 15 ug
TTan TTau TTaH DT -
Forma 1 g de 1ugde Jugde 3ugde
1ugde Fo 75ug |3 15 g
G TTaH TTan TTaH DT -
3 pgde 1ugde 3 g de Jugde
Forma H 1ugde PD 81pg |3 21 ug
TTan TTan TTan DT -
1 g de 1ugde 1ugde 3ugde
Forma | 1ugdePD | 5ug | 69pg | 3 9 ug

TTaH TTau TTaH DT

NOTAS: TTan toxoide del tétano con espaciado, AH, DTau: toxoide
de difteria con espaciador AH, PD: proteina D de H. influenzae; AH:
dihidrazina odipica.

La Tabla 7 muestra las tasas de seroproteccién y GMC para los
anticuerpos contra el antigeno del polisacarido PRP de Hib, un mes
después de la dosis de vacunacion lll. Un mes después de la tercera
dosis de vacuna, todos los sujetos de todos los grup<s, a excepcion de 1
sujeto en del grupo de Prevenar® (Wyeth), alcanzaron concentraciones
de anticuerpos seroprotectoras = 0,15 pg/ml, y al menos 83,9% de los
sujetos gque recibieron las formulaciones con 11Pn-PD-DiT alcanzaron
una concentracion de anticuerpos seroprotectora = 1 pg/ml. Las GMC

contra PRP que se observaron para las formulaciones de 11Pn-PD-DiT
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son mayores que las que se observan para los grupos de 11Pn-PD (los

11 polisacaridos conjugados con proteina D) y de Prevenar®.

Tabla 7: Tasas de seroproteccion y GMC para anticuerpos

132

contra PRP (cohorte vacunada total)

> 0,15 pg/ml > 1 pgiml GMC
iC al 95% IC al 95% IC al 95%
Anticu | Grup | Tiem
N % LI LS % LI LS valor | LI LS
erpo 0 po n n
ANTI- [ T1Pn | PI
58 | 58 | 100 938 | 100 40 1690 | 555 |805 | 1943 | 1417 | 2.665
PRP PD (M3)
DiT | PIll .
57 | 57 | 100 937 | 100 |48 [ 842 | 721 925 | 3811|2793 | 5200
F_A | (M3)
DiT [ Pl
64 |64 | 100 | 944 1100 58 | 906 {807 |95 | 4010|3051 | 5270
FB | (M3)
DIT | P
58 | 58 | 100 93,8 | 100 52 [ 89,7 | 788 | 961 | 4,082 | 3,050 | 5.465
F_C | (M3)
DiT 7Pl
60 | 60 | 100 940 | 100 |51 1850 | 734 |929 | 4167 | 3035 | 5721
FD | (M3)
DiT | Pl
56 | 56 | 100 936 | 100 52 1929 |827 980 |5352 |3954 | 7244
F_E | (M3)
DiT | PII
62 | 62 | 100 94,2 | 100 52 | 839 1723 1920 |3989 | 2905 {5478
F_F | (M3)
DIT | P
58 | 58 | 100 | 938 | 100 50 | 86,2 | 746 | 939 | 4660 | 3,324 | 6535
FG | (M3)
DiT | PIli
62 |62 | 100 | 942 | 100 53 | 855 | 742 {931 |4030 3033|535
FH | (M3
DiT Pl j
65 | 65 | 100 945 | 100 |61 938 |80 |983 |5679 4223 | 7.638
F_ (M3)
Prev | PIll
60 |59 {983 |911 | 100 45 1750 | 621 |853 | 2,145 | 1,546 | 2.975
enar | (M3)

(5%
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GMC = media geométrica de la concentracion de anticuerpos
calculada en todos los sujetos

N = nimero de sujetos con resultados disponibles

n/% = namero / porcentaje de sujetos con concentracion dentro
del limite especificado

IC del 95% = intervalo de confianza del 95%;

LI = limite inferior, LS = limite superior

MIN / MAX = Minimo / Maximo

PHI(M3) = un mes después de la tercera dosis de vacuna.

Anteriormente, la vacuna 11-valente que se describe en el
documento EP983087 donde 7 sacaridos se conjugaron con TT dio
resultados decepcionantes cuando se administraba al mismo tiempo que
DTPa (GAVI Immunisation Focus, marzo de 2002, pagina 4).

Los presentes inventores han demostrado que existe una
correlacion de mayor GMC de la respuesta contra PRP y mayor TT en la
vacuna con conjugados de neumococo hasta que hay 3-4 conjugados en
TT, a partir de lo cual comienza a descender la GMC. Por lo tanto queda
claro que la incorporacion de una pequefa ceitidad administrada
conjuntamente de TT produce mejores respuestas inmunitarias contra
Hib PRP-TT.

Ejemplo 3

Estudio controlado, de doble ciego, de fase I, aleatorizado para
evaluar la viabilidad de una dosis al nacer vacuna acelular contra la tos
ferina (Pa) de GlaxoSmithKline (GSK) Biologicals admistrada poco

después de nacer, seguido de vacunacion primaria con 3 dosis de
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Infanrix hexa™ de GSK Biologicals, en la aceleraciéon del desarrollo de
una respuesta inmunitaria contra la tos ferina. La vacunacién primaria se
continua en el segundo afio de vida con una dosis de refuerzo de Infanrix
hexa™.

Disefio del estudio: Estudio de centro <nico, autolimitado,
aleatorizado (1:1), de doble ciego realizado en Alemania con 2 grupos
paralelos:

- el grupo de Pa al nacer recibié6 una dosis de vacuna de tos
ferina acelular de tres componentes (Pa) al nacer (que comprende 25 pg
de toxoide de la tos ferina (PT), 25 pg de hemaglutinina filamentosa
(FHA) y 8 ug de pertactina (PRN))

- El grupo de Hep B al nacer recibi6 una dosis de vacuna de
hepatitis B al nacer.

Alos 2, 4 y 6 meses de edad, ambos grupos recibieron la vacuna
Infénrix hexa™ de GSK Biologicals (DTPa-HBV-IPV / Hib).

Se extrajo un total de cuatro muestras de sangre en los siguientes
tiempo del estudio: antes de la dosis de Pa o HBV &! nacer (pre-dosis 1),
un mes después de la primera dosis, un mes después de la segunda
dosis y un mes después de la tercera dosis de DTPa-HBV-IPV / vacuna
de Hib (respectivamente, después de la dosis 1 post-hexa, dosis 2 post-
hexa y dosis 3 post-hexa).

Nota: En este estudio se administré un total de cuatro dosis de
vacuna de! estudio (dosis al nacer + 3 dosis de Infanrix hexa™). Para
mayor claridad con respecto a las dosis de las vacunas, la dosis al nacer

se denomina dosis 1, y los tiempos posteriores a la vacunacion con
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Infanrix hexa™ se denomina dosis 1 post-hexa, dosis 2 post-hexa y

dosis 3 post-hexa.

76/
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Numero de sujetos: Grupo

de Pa Grupo

al de HepB | Total
nacer al nacer
Planificado 60 60 120
Admitidos y vacunados (=Cohorte vacunada total = 60 61 121
cohorte de acuerdo con el protocolo (ATP) para
seguridad)
Cohorte ATP para capacidad inmunogena: 55 57 112
Completado 54 56 110

No se produjeron retiradas del estudio debido a eventos adversos o

eventos adversos graves

Un objetivo de este estudio de exploracion era evaluar la
capacidad inmunoégena y la seguridad de una dosis de una vacuna de Pa
administrada poco después de nacer, que incluia explorara la capacidad
inmundgena de una dosis de Pa al nacer seguida de tres dosis de
Infanrix hexa™, comparando con un calendario rutinario de tres dosis de
Infanrix hexa™, que comienza a los 2 meses de edad, en cuanto a todos
antigenos en cada punto de tiempo en el que se disponia de un
resultado serologico.

Resultados de la capacidad inmunégena

Los anticuerpos totales contra el polisacarido PRP de Hib se
midieron mediante ELISA. El limite de la prueba era de 0,15 pg/ml.

Respuesta de anticuerpos contra PRP
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Las tasas de seroproteccion y las

contra PRP se presentan en la Tabla 8.

Un mes

después

de

la

Se observaron niveles seroprotectores (2

GMC para los anticuerpos

dosis

3 post-hexa.

0,15 pg/ml) de anticuerpos

contra PRP en 88,7% de los sujetos del grupo de Pa al nacer y 98,2% de

sujetos del grupo de HepB al nacer.

Al menos el 49,1% de los sujetos de cada grupo presentaban

concentraciones de anticuerpos contra PRP = 1 pug/ml.

Tabla 8

Tasas de seroproteccion y GMC para anticuerpos contra PRP

(Cohorte ATP para la capacidad inmundgena)

GMC
> 0,15 pg/ml > 1 pg/ml
IC del 95% IC dei 95% IC del 95%
Tiem
Grupo N % LI LS % LI LS pg/ml | LI LS
po n n
Paal PIV
53 | 47 | 88,7 | 77,0 {957 |26 |49,1 | 351 | 632 | 0942 0,632 1,403
nacer (M7)
HepBal | PIV
55 1541982 | 903 (100 |38 |69,1 |552 {809 |2353 1,585 3493
nacer (M7) ‘\ i

Grupo de Pa al nacer: recibié vacuna de Pa acelular al nacer e

Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

Grupo de HepB al nacer: recibidé vacuna de hepatitis B al nacer e

Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad
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GMC = media gedmétrica de la concentracion de anticuerpos,
calculada para todos los sujetos. A las concentraciones de anticuerpos
por debajo del nivel limite en los ensayos se les asigné un valor arbitrario
de la mitad del limite con el fin de calcular la GMC

N = numero de sujetos con resultados disponibles
n/% = numero / porcentaje de sujetos con concentracion dentro del limite
especificado

IC del 95% = intervalo de confianza del 95%; LI = limite inferior,
LS = limite superior

PIV(M7) = muestra de sangre extraida un mes después de la
tercera dosis de Infanrix hexa™ |

Las diferencias en las tasas de seroproteccion contra PRP (= 0,15
hg/mly = 1 ug/ml) entre él grupo de Pa al nacer y el grupo de HepB al
nacer con con sus IC del 95% asintdticos estandarizados un mes
después de la primera y segunda dosis de Infanrix hexa™ para el valor
limite de 2 0,15 ug/ml se presentan en la Tabla 9 y en la Tabla 10 para el
valor limite = 1 pg/ml.

No se observaron diferencias significativas entre el grupo de Pa
al nacer y el grupo de HepB al nacer en cuanto a tasa de seroproteccion
para los anticuerpos contra PRP (= 0,15 ug/ml) en los tiempos de dosis 1
post-hexa o 2 (Tabla 9). El porcentaje de sujetos con anticuerpos contra
PRP = 1 ug/ml era estadisticamente significativamente menor en el
grupo de Pa al nacer que en el grupo de HBV al nacer en la dosis 2 post-

hexa (Tabla 10).
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Tabla 9 Diferencias en las tasas de seroproteccion para
anticuerpos contra PRP (2 0,15 pug / ml) entre el grupo de Pa al nacer
y el grupo de HepB al nacer con sus IC del 95% asintéticos
estandarizados un mes después de la primera y segunda dosis de

Infanrix hexa (Cohorte ATP para la capacidad inmundgena)

Diferencia en las tasa de proteccion contra
PRP
(Grupo 2 menos Grupo 1)
IC del 85%
Valor de
Grupo 1 N % Grupo 2 N % Diferencia % LI , LS b
En PIi(M3)
Paal 53 | 39,6 | HepBal 56 | 46,4 | HepBalnacer- | 6,81 | 11,70 | 24,81 0,562
nacer nacer Pa al nacer
En PHI(MS)
Pa al 511 70,6 | HepBal 52 | 80,8 | HepB al nacer - 10,18 6,48 | 26,60 0,257
nacer nacer Pa al nacer

Grupo de Pa al nacer: recibié vacuna de Pa acelular al nacer e
Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

Grupo de HepB al nacer: recibié vacuna de hepatitis B al nacer e
Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

PII(M3) = muestra de sangre extraida un mes después de la
primera dosis de Infanrix hexa™

PII(M5) = muestra de sangre extraida un mes después de la
segunda dosis de Infanrix hexa™

N = nimero de sujetos con resultados disponibles



140

% = porcentaje de sujetos con concentraciones de anticuerpos
contra PRP = 0,15 Jg/ml

IC del 95% = intervalo de confianza asintético estandarizado del
95%; LI = limite inferior, LS = limite superior

p-valor = basado en la prueba exacta de Fisher bilateral

Tabla 10 Diferencias en las tasas de seroproteccién para
anticuerpos contra PRP (2 1 ug / ml) entre el grupo de Pa al nacer y
el grupo de HepB al nacer con sus IC del 95% asintoticos
estandarizados un mes después de la primera y segunda dosis de

Infanrix hexa (Cohorte ATP para la capacidad inmundgena)

Diferencia en las tasa de proteccion
contra PRP
{(Grupo 2 menos Grupo 1)
IC del 95%
Valor de
Grupo 1 N % | Grupo 2 N % | Diferencia % LI LS
En PII(M3)
Pa al 53 | 57 56 | 10,7 | HepBal 5,05 6,14 | 16,69 0,490
HepB al
nacer nacer Pa al
nacer
nacer
En PHI(M5)
Paal 5t | 157 52 | 40,4 | HepBal 24,70 7,54 | 40,78 0,008
HepB al
nacer nacer Pa al
nacer
nacer

Grupo de Pa al nacer: recibi6é vacuna de Pa acelular al nacer e

Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

166



141

Grupo de HepB al nacer: recibié vacuna de hepatitis B al nacer e
Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

PII(M3) = muestra de sangre extraida un mes después de la
primera dosis de Infanrix hexa™

PIII(M5) = muestra de sangre extraida un mes después de la
segunda dosis de Infanrix hexa™

N = numero de sujetos con resduitados disponibles
% = porcentaje de sujetos con concentraciones de anticuerpos contra
PRP = 1 Jg/ml

IC del 95% = intervalo de confianza asintético estandarizado del
95%; LI = limite inferior, LS = limite superior

valor p = basado en la prueba exacta de Fisher bilateral.

Las relaciones entre las GMC un mes después de la primera y de
la segunda dosis de Infanrix hexa™ para el grupo de Pa al nacer vy el
grupo de HepB al nacer con IC del 95% se presentan en la Tabla 11.

No se observaron diferencias significativas entre el grupo de Pa al
nacer y el grupo de HepB al nacer para las GMC de anticuerpos contra
PRP en la dosis 1 post hexa.

En la dosis 2 post-hexa, las GMC de los anu:cuerpos contra PRP
eran significativamente menores en el grupo de Pa al nacer que en el
grupo de HBV al nacer.

Tabla 11

Tasas de GMC contra PRP un mes después de la primera y

segunda dosis de Infanrix hexa para el grupo de Pa al nacer y el
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grupo de HepB al nacer con IC del 95% (Cohorte ATP para la

capacidad inmundgena)

Tasa de GMC
IC del
95%
Grupo N GMC Grupo "N GMC | Ratio Valor | LI | LS
En PII(M3)
Pa al nacer 53 0,146 HepB al 5% | 0,183 | Paalnacer/ | 08 05 |12
nacer t HepB al
! nacer
" En PIIi(M5)
Pa al nacer 51 0,304 HepB al 52 | 0,771 | Paal nacer/ 0,4 0,2 |07
nacer [ HepB al
1 nacer

Grupo de Pa al nacer: recibié vacuna de Pa acelular al nacer e
Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

Grupo de HepB al nacer: recibioé vacuna de hepatitis B al nacer e
Infanrix hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad

PI(M3) = muestra de sangre extraida un mes después de la
primera dosis de Infanrix hexa™

PIlI(M5) = muestra de sangre extraida un mes después de la
segunda dosis de Infanrix hexa™

N = nimero de sujetos con resultados disponibles

GMC = media geométrica de la concentracién de anticuerpos

calculada en todos los sujetos

[ EE
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IC del 95% = intervalo de confianza del 95% para la tasa de GMC
(modelo ANOVA - varianza conjunta); LI = limite inferior, LS = limite
superior

La respuesta inmunitaria al componente de Hib (PRP conjugado
con el toxoide del tétanos) de la vacuna primaria estaba
significativamente reducida en los receptores de la vacuna Pa al nacer.

También, la GMC de anticuerpos contra el tétanos era
significativamente menor en el grupo de Pa al nacer, aunque las tasas de
seroproteccion eran idénticas (100%) en los dos grupos. Los
mecanismos que subyaceh este efecto son desconocidos, aunque puede
deberse a la interferencia inespecifica provocada por Pa al nacer sobre
PRP-TT durante la inmunizacion primaria combinada con Pa.

El hecho de que la dosis al nacer de vacuna de Pay la vacuna de
DTPa-HBV-IPV/Hib se administraran en la misma pantorrilla puede haber
desempefiado un papel.

Las RCC para las concentraciones de anticuerpos contra PRIID un
‘mes después de la tercera dosis de Infanrix hexa™ se presentan en la
Figura 3.

Resultados de la capacidad inmunégena del estudio del
refuerzo

TABLA 12

Tasas de seroprot.eccién y GMC para anticuerpos contra PRP

(Cohorte ATP para la capacidad inmunégena)

>=0,15 pliml >=1 pliml GMC

IC del 85% IC del 95% [C del 95%

1¢7]
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Anticue | Grup | Tiem
N % L LS % Li LS valor | LI LS
rpo [¢] po n n
ANTI- Pa PIV(M 58,
29 | 17 38,9 76,5 0 0,0 0,0 19 | 0200 | 0,139 | 0,286
PRP 0) 6
PV(M 10
29 | 29 88,1 | 100 25 | 86,2 68,3 | 96,1 8,400 | 4,473 | 15775
1) 0
HepB | PIV(M 75,
o 33| 25 57,7 889 9 273 133 | 455 | 0,448 | 0,274 | 0732
) 8 .
PV(M 10 15,28
35 | 3 90,0 100 35 | 100 90,0 | 100 22,911 34,336
1) 0 7

1. Pa = Pa al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses y
refuerzo

2. HepB = HBV al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses
y refuerzo

3. Seroproteccion = concentracion de anticuerpo contra PRP >=
0,15 pi/ml

4. GMC = media geométrica de la concentracion media de
anticuerpos calculada en todos los sujetos

5. N = numero de sujetos con resultados disponibles

6. n/% = numero / porcentaje de sujetos con concentracion dentro
del limite especificado

7. 1C del 95% = intervalo de confianza del 95%; LI = limite inferior,
LS = limite superior

8. PIV(MOQ) = Pre-refuerzo

9. PV(M1) = Un mes después del refuerzo

TABLA 13

1490
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Diferencia entre grupos en la tasa de seroproteccion contra
PRP antes del refuerzo (Cohorte ATP para la capacidad

inmunégena)

Diferencia en la tasa de

seroproteccion (Grupo 2 menos

Grupo 1)
IC del 95%
Valor
Grupo1 | N % Grupo2 | N % Diferencia % LI LS
deP
58, 75,
Pa 29 HepB 33 HepB - Pa 17,14 | 6,17 | 39,26 | 0,181
6 8

1. Pa = Pa al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses y
refuerzo

2. HepB = HBV al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses
y refuerzo |

3. N = numero de sujetos con resultados disponibles

4. % = porcentaje de sujetos con concentracioén anti-PRP >= 0,15
pi/ ml

5. IC del 95% = intervalo de confianza asintético estandarizado
del 95%; LI = limite inferior, LS = limite superior

6. Valor de P = prueba exacta de Fisher bilateral
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TABLA 14 Diferencia entre grupos en la concentraciéon de
anticuerpos contra PRP >=1UG / ml antes del refuerzo (Cohorte ATP

para la capacidad inmunégena)

Diferencia en la concentracion de
anticuerpos contra PRP >=1

pgG/ml (Grupo 2 menos Grupo 1)

IC del 95%
Valor
Grupo1 | N % Grupo2 { N % Diferencia % LI LS
: deP
21,
Pa 29 0,0 | HepB 33 HepB - Pa 27,27 | 14,21 | 44,22 | 0,002
3

1. Pa = Pa al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses y
refuerzo

2. HepB = HBV al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses
y refuerzo

3. N = nimero de sujetos con resultados disponibles

4. % = porcentaje de sujetos con concentracion anti-PRP >= 1 ul /
mi

5. IC del 95% = intervalo de confianza asintotico estandarizado
del 95%; LI = limite inferior, LS = limite superior

6. Valor de P = prueba exacta de Fisher bilateral

TABLA 15

Diferencia entre grupos en la tasa de seroproteccién contra
PRP un mes después del refuérzo (Cohorte ATP para la capacidad

inmunégena)
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Diferencia en la tasa de
seroproteccion (Grupo 2 menos
Grupo 1)
IC del 95%
Grupo Valor
Grupo 1 N % N % Diferencia % LI LS
2 deP
Pa 29 100 | HepB 35 100 | HepB - Pa 0,00 1989 | 11,70

1. Pa = Pa al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses y
refuerzo

2. HepB = HBV al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses
y refuerzo

3. N = numero de sujetos con resultados disponibles

4. % = porcentaje de sujetos con concentracion anti-PRP >= 0,15
dE/ mi

5. IC del 95% = intervalo de confianza asintotico estandarizado
del 95%; LI = limite inferior, LS = limite superior

6. Valor de P = prueba exacta de Fisher bilateral

TABLA 16 Diferencia entre grupos en la concentraciéon de
anticuerpos contra PRP >=1,0 yl / ml un mes después del refuerzo

(Cohorte ATP para la capacidad inmundgena)

Diferencia en la concentracion de
anticuerpos contra PRP >=1

ug/ml (Grupo 2 menos Grupo 1)
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IC del 95%
Grupo Valor
Grupo 1 N % N % Diferencia % LI LS
2 deP
86,
Pa 29 HepB | 35 100 | HepB Pa 13,79 | 3,17 | 30,56 | 0,037
2

1. Pa = Pa al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses y
refuerzo

2. HepB = HBV al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses
y refuerzo

3. N = numero de sujetos con resultados disponibles

4. % = porcentaje de sujetos con concentracién anti-PRP >= 1 pl /
mi

5. IC del 95% = intervalo de confianza asintético estandarizado del
95%; LI = limite inferior, LS = limite superior

6. Valor de P = prueba exacta de Fisher bilateral

TABLA 17 |

Tasas de GMC contra PRP un mes después del refuerzo

(cohorte de ATP para la capacidad inmunégena)

Tasa de GMC
(Pa/HepB)
Pa HepB IC del 95%
N GMC N GMC Valor | LI LS
29 8,400 35 22911 1037 (018 |075

44



149

1. Pa = Pa al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses y
refuerzo

2. HepB = HBV al nacer y DTPa-HBV-IPV / Hib a los 2-4-6 meses
y refuerzo

3. GMC = media geométrica de la concentracion media de
anticuerpos calculada

4. N = numero de sujetos con resultados post-vacunacion
disponibles

5. IC del 95% = intervalo de confianza del 95% para la proporcion
de GMC (Modelo Anova - varianza conjunta); LI = limite inferior; LS =

limite superior
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REIVINDICACIONES

1. Un kit que comprende al menos nueve conjugados de sacaridos,
en el que entre dos y siete conjugados de sacaridos inclusive estan
conjugados con la proteina transportadora CRM, siendo adecuado dicho
kit para usar en un calendario de inmunizacién primzria, comprendiendo
dicho Kit:

un primer envase que comprende

a) un conjugado de sacaridos de Hib en presencia de CRM, DT o
cualquier otro derivado de DT, pero que no esta conjugado con la CRM,
DT o cualquier otro derivado de DT;

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacéaridos conjugado
con CRM; y

c) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

d) al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM,;

e) opcionalmente al menos ofro conjugaco de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende
al menos un conjugado de sacaridos, en el que

f) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos esta

conjugado con CRM;
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g) opcionalmente al menos un conjugado de sacéaridos no esta

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

2. El kit de la reivindicacion 1, en el que la dosis media de CRM por
conjugado de sacaridos conjugado con CRM presente en el kit es de 1-

15 pg, 1-10 pg, 1-5 ug o 1-3 yg.

3. El kit de la reivindicacion 1 6 2, en el que la carga total de CRM

del kit es inferior a 35 ug, por ejemplo 2-30 pg, 5-25 pg o 10-20 ug.

4. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el
conjugado de sacaridos de Hib esta presente a una dosis de 1-15, 2-10,
3-8, 0 4-6 pg de sacarido, por ejemplo aproximadamente 10 ug de

sacarido.

5. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el
conjugado de sacéaridos de Hib estd presente a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug de sacérido.

6. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
conjugado de sacaridos de Hib no esta adsorbido sobre sales de

aluminio o esta adsorbido sobre fosfato de aluminio.
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7. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el primer
o tercer envase ademas comprende antigeno superficial de la hepatitis B

(HB), opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio.

8. El kit de Ia reivindicacion 7, en el que el antigeno superficial de HB

esta presente a una dosis de aproximadamente 10 pug.

9. Un kit que comprende al menos siete conjugados de sacaridos, en
el que entre dos y seis conjugados de sacéridos inclusive estan
conjugados con la proteina transportad.ora CRM, siendo dicho kit
adecuado para usar en un calendario de inmunizaciéon primaria,
comprendiendo dicho Kit:

un primer envase que comprende

a) HB en presencia de CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio;

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacéaridos conjugado
con CRM; y

c) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

d) al menos un conjugado de sacaridos conjugado con CRM;

e) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende

al menos un conjugado de sacéridos en el que
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f) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos esta
conjugado con CRM,;
g) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no esta

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

10.  El kit de la reivindicacion 9, en el que la dosis media de CRM por

conjugado de sacaridos conjugado con CRM presente en el kit es de 1-9

Mg, 1-6 pg, 1-5 ug o0 1-3 ug.

11.  El kit de la reivindicacion 9 6 10, en el que la carga total de CRM

del kit es inferior a 20 ug, por ejemplo 2-18 pg o 5-15 ug.

12.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en el que el
antigeno superficial de HB estda presente a una dosis de

aproximadamente 10 ug.

13.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9-12, que comprende
ademas conjugado de sacaridos de Hib en el primer, segundo o tercer

envase.

14.  El kit de la reivindicacion 13, en el que el conjugado de sacaridos
de Hib esta presente a una dosis de 1-15, 2-10, 3-8, o 4-6 pg de

sacarido, por ejemplo aproximadamente 10 ug de sacarido.
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15.  El kit de la reivindicacion 13 6 14, en el que el conjugado de
sacaridos de Hib esta presente a una dosis de aproximadamente 2,5 ug

de sacarido.

16.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en el que el
conjugado de sacaridos de Hib no esta adsorbido sobre sales de

aluminio o esta adsorbido sobre fosfato de aluminio.

17.  E! kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que el
primer envase comprende al menos un conjugado de sacaridos

conjugado con CRM.

18.  Un kit que comprende al menos ocho conjugados de sacaridos
conjugados con proteina transportadora CRM, adecuado para usar en un
calendario de inmunizacion primaria, comprendiendo dicho Kit:

un primer envase que comprende

a) un antigeno sensible que no esta en presencia de CRM, DT o
cualquier otro derivado de DT; y

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

c) al menos siete, ocho, diez, once o trece conjugados de
sacaridos conjugados con CRM;

d) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

IS0
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y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende
al menos un conjugado de sacaridos en el que

e) opcionalmente al menos un conjugado de sacéridos esta
conjugado con CRM;

f) opcionalmente al menos un conjugado de sacéaridos no esta

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

19.  El kit de la reivindicacion 18, en el que el antigeno sensible es
conjugado de sacaridos de Hib, no conjugado con CRM, DT o cualquier

otro derivado de DT.

20. El kit de la reivindicacion 19, en el que el conjugado de sacaridos
de Hib estd presente a una dosis de 1-15, 2-10, 3-8, o 4-6 ug de

sacarido, por ejemplo aproximadamente 10 pg de sacarido.

21.  El kit de la reivindicacion 19 6 20, en el que el conjugado de
sacaridos de Hib esta presente a una dosis de aproximadamente 2,5 ug

de sacarido.

22. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 19-21, en el que el
conjugado de sacaridos de Hib no esta adsorbido sobre sales de

aluminio o esta adsorbido sobre fosfato de aluminio.

B
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23. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 18-22, en el que el
antigeno sensible es HB, opcionalmente adsorbido sobre fosfato de

aluminio.

24, El kit de la reivindicacion 23, en el que el antigeno superficial de

HB esta presente a una dosis de aproximadamente 10 ug.

25. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, en el que el
primer envase comprende al menos un conjugado de sacaridos no

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

26. EIl kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-25, en el que el
segundo envase comprende al menos un conjugado de sacéridos no

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

27.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-26 que comprende

un tercer envase.

28. El kit de la reivindicacion 27, en el que el tercer envase
comprende al menos un conjugado de sacaridos que esta conjugado con

CRM.

29. El kit de la reivindicacién 27 6 28, en el que el tercer envase
comprende al menos un conjugado de sacaridos que no esta conjugado

con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

182
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30. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-29, en el que el
primer envase comprende ademéas una vacuna de DTP (si fuera
apropiado), o en el que el tercer envase estd presente en el kit y

comprende una vacuna de DTP.

31. El kit de la reivindicacién 30, en el que esta presente DT,
opcionalmente a una dosis entre 10-120 ug, 50-10G pg, 70-100 ug o 80-
95 ug.

32.  EIl kit de la reivindicacion 30 6 31, en el que esta presente TT,

opcionalmente a una dosié entre 10- 60 pg, 20-50 ug o 30-48 pg.

33.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 30-32, en el que la

vacuna de DTP comprende Pa.

34. El kit de la reivindicacion 33, en el que la Pa comprende PT (o un

derivado de PT), FHA y pertactina (PRN).

35. El kit de la reivindicacion 33 6 34, en el que esta presente PT (o
derivado de PT) en Pa y esta a una dosis que no supera 10 pg, 1-9, 1,5-

8, 2-6, 2,5-5 pug por dosis de 0,5 ml.
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36. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 33-35, en el que esta
presente FHA en Pa y esta a una dosis que no supera 10 ug, 1-9, 1,5-8,

2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

37.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 33-36, en el que esta
presente PRN en Pa y esté a una dosis que no supera 6 ug, 0,5-6, 0,8-5,

1-4, 2-3 ug por dosis de 0,5 ml.

38.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 33-37, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 2,5 g, esta presente FHA
a una dosis de aproximadamente 2,5 ug y esta presente PRN a una

dosis de aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5 ml.

39.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 33-37, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 5 ug, esta presente FHA a
una dosis de aproximadamente 5 pg y esta presente PRN a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5 ml.

40. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 30-32, en el que la

vacuna de DTP comprende Pw.

41. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-40, en el que el

primer o tercer envase ademas comprende IPV.

18
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42. El kit de la reivindicacion 41, en el que el IPV esté presente a una
dosis de aproximadamente 40 D-unidades de antigeno de IPV-1, 8 D-

unidades de antigeno de IPV-2 y 32 D-unidades de antigeno de IPV- 3.

43.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-42, en el que el / los
conjugado(s) de sacaridos conjugado(s) con CRM en el segundo envase

es / son un conjugado de sacaridos capsulares de neumococo.

44. El kit de la reivindicacion 43, en el que el segundo envase
comprende una vacuna con conjugado de sacaridos capsulares de

neumococo 13-valente.

45.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-44, en el que el / los
conjugado(s) de sacéridos conjugados con CRM en el segundo envase

es / son un conjugado de sacaridos capsulares de Neisseria meningitidis.

46. El kit de cualguiera de las reivindicaciones 1-45, en el que el tercer

envase comprende una vacuna de DTP.

47. El kit de la reivindicacion 46, en el que estd presente DT,
opcionalmente a una dosis entre 10-120 ug, 50-100 pg, 70-100 ug o 80-
95 ug.

48. El kit de la reivindicacion 46 6 47, en el que esta presente TT,

opcionalmente a una dosis entre 10- 60 pg, 20-50 ug o 30-48 ug.
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49. EIl kit de cualquiera de las reivindicaciones 46-48, en el que la

vacuna de DTP comprende Pa.

50.  El kit de la reivindicacion 49, en el que la Pa comprende PT (o un

derivado de PT), FHA y pertactina (PRN).

51.  El kit de la reivindicacion 49 6 50, en el que esta presente PT (o
derivado de PT) en Pa y esta a una dosis que no supera 10 pg, 1-9, 1,5-

8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

52.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 49-51, en el que esta
presente FHA en Pa y esta a una dosis que no supera 10 pg, 1-9, 1,5-8,

2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

53.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 49-52, en el que esta
presente PRN en Pa y esta a una dosis que no supera 6 ug, 0,5-6, 0,8-5,

1-4, 2-3 ug por dosis de 0,5 ml.

54.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 49-53, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 2,5 ug, esta presente FHA
a una dosis de aproximadamente 2,5 ug y esta presente PRN a una

dosis de aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5 ml.

[ 6
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55.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 49-53, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 5 ug, esta presente FHA a
una dosis de aproximadarhente 5 Hg y esté presente PRN a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5 ml.

56. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 46-48, en el que la

vacuna de DTP comprende Pw.

57. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 43-56, en el que el

tercer envase ademas comprende [PV.

58.  El kit de la reivindicacion 57, en el que el IPV esta presente a una
dosis de aproximadamente 40 D-unidades de antigeno de IPV-1, 8 D-

unidades de antigeno de IPV-2 y 32 D-unidades de antigeno de IPV- 3.

59.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-58, en el que el tercer
envase comprende uno 0 mas conjugado(s) de sacaridos capsulares de
Neisseria meningitidis, opcionalmente conjugados con CRM, y/o en el
que el primer envase comprende uno o mas conjugado(s) de sacaridos
capsulares de Neisseria meningitidis, opcionalmente no conjugados con

CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

60. ElI kit de la reivindicacidon 18, en el que el primer envase

comprende conjugados de sacaridos capsulares Hib-MenC, no

(87
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conjugados con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

opcionalmente conjugados con TT.

61. El kit de la reivindicacidbn 60, en el que el segundo envase
comprende una vacuna con conjugado de sacaridos capsulares de

neumococo conjugado con CRM 13-valente.

62. El kit de la reivindicacion 60 6 61, en el que el tercer envase

comprende una vacuna de DTP.

63. Un kit de vacuna que comprende siete o mas conjugados de
sacaridos en el que menos de siete conjugados de sacéaridos estan
conjugados con la proteina transportadora CRM, siendo dicho kit
adecuado para usar en un calendario de inmunizacion primaria,
comprendiendo dicho kit:

un primer envase que comprende

a) conjugado de sacaridos de Hib, no conjugado con CRM, DT o
ningun otro derivado de DT,

b) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

y un segundo envase que comprende

¢) menos de siete sacéaridos conjugados con CRM,

y opcionalmente un tercer envase que comprende

d) opcionalmente al menos un conjugado de sacaridos no

conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.
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64. El kit de la reivindicacion 63, en el que el al menos un conjugado
de sacaridos esta presente en el primer envase y no esta conjugado con

CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

65.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63 6 64 que comprende
un tercer envase que comprende al menos un conjugado de sacéaridos

no conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivadn de DT.

66. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-65, en el que el
conjugado de sacaridos de Hib del primer envase no esta en presencia

de CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

67. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-65, en el que el
conjugado de sacaridos de Hib del primer envase esta en presencia de

CRM, DT o cualquier otro derivado de DT.

68. EIl kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-67, en el que el
primer envase comprende un conjugado de sacéaridos capsulares de
Neisseria meningitidis, no conjugado con CRM, DT o cualquier otro

derivado de DT.

69. El kit de la reivindicacion 68, en el que el conjugado de sacéridos
capsulares de Neisseria meningitidis del primer envase estd conjugado

conTT.
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70.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-69, en el que DT

solo esta presente en el kit en forma de DT libre.

71.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-70, en el que el
primer envase comprende ademas una vacuna de DTP, o en el que el

tercer envase esta presente en el kit y comprende una vacuna de DTP.

72. El kit de la reivindicacidbn 71, en el que estad presente DT,
opcionalmente a una dosis entre 10-120 ug, 50-100 ug, 70-100 ug o 80-
95 ug.

73.  El kit de la reivindicacion 71 6 72, en el que esta presente TT,

opcionalmente a una dosis entre 10- 60 pg, 20-50 pg o 30-48 ug.

74. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 71-73, en el que la

vacuna de DTP comprende Pa.

75.  El kit de la reivindicaciéon 74, en el que la Pa comprende PT (o un

derivado de PT), FHA y pertactina (PRN).

76.  El kit de Ia reivindicacion 74 6 75, en el que esta presente PT (o
derivado de PT) en Pa y esta a una dosis que no supera 10 pg, 1-9, 1,5-

8, 2-6, 2,5-5 pg por dosis de 0,5 mi.

(o
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77.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 74-76, en el que esta
presente FHA en Pa y esta a una dosis que no supera 10 pg, 1-9, 1,5-8,

2-6, 2,5-5 pg por dosis de 0,5 ml.

78.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 74-77, en el que esta
presente PRN en Pa y estd a una dosis que no supera 6 ug, 0,5-6, 0,8-5,

1-4, 2-3 ug por dosis de 0,5 ml.

79.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 74-78, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 2,5 ug, esta presente FHA
a una dosis de aproximadamente 2,5 ug y esta presente PRN a una

dosis de aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5 ml.

80. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 74-78, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 5 pg, =sta presente FHA a
una dosis de aproximadamente 5 ug y esta presente PRN a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5 ml.

81. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 71-73, en el que la

vacuna de DTP comprende Pw.

82. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-81, en el que el

primer o tercer envase ademas comprende IPV.
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83.  El kit de la reivindicacion 82, en el que el IPV esta presente a una
dosis de aproximadamente 40 D-unidades de antigeno de IPV-1, 8 D-

unidades de antigeno de IPV-2 y 32 D-unidades de antigeno de IPV- 3.

84. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-83, en el que el
primer o tercer envase ademas comprende HB, opcionalmente adsorbido

sobre fosfato de aluminio.

85.  El kit de la reivindicacion 84, en el que el antigeno Superficial de

HB esta presente a una dosis de aproximadamente 10 pg.

86.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-85, que comprende

un tercer envase.

87. El kit de la reivindicacion 86, en el que el tercer envase no

contiene CRM.

88.  El kit de las reivindicaciones 86 6 87, en el que el tercer envase
comprende uno o mas conjugado(s) de sacaridos capsulares de

Neisseria meningitidis, opcionalmente conjugado(s) con TT.

89.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 86-88, en el que el

tercer envase ademas comprende una vacuna de DTP.
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90. El kit de la reivindicacion 89, en el que esta presente DT,
opcionalmente a una dosis entre 10- 120 ug, 50-100 pg, 70-100 ug o 80-
95 pg.

91.  El kit de la reivindicacion 89 6 90, en el que esta presente TT,

opcionalmente a una dosis entre 10- 60 pg, 20-50 ug o 30-48 ug.

92. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 89-91, en el que la

vacuna de DTP comprende Pa.

93.  El kit de la reivindicacion 92, en el que la Pa comprende PT (o un

derivado de PT), FHA y pertactina (PRN).

94.  El kit de la reivindicacion 92 6 93, en el que esta presente PT (o
derivado de PT) en Pa y esta a una dosis que no supera 10 yg, 1-9, 1,5-

8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

95.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 92-94, en el que esta
presente FHA en Pa y esta a una dosis que no supera 10 g, 1-9, 1,5-8,

2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

96. E! kit de cualquiera de las reivindicaciones ©€2-95, en el que esta
presente PRN en Pa y estéd a una dosis que no supera 6 pg, 0,5-6, 0,8-5,

1-4, 2-3 ug por dosis de 0,5 ml.
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97.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 92-96, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 2,5 ug, esta presente FHA
a una dosis de aproximadamente 2,5 ug y esta presente PRN a una

dosis de aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5 ml.

98.  El kit de cualquiera de las reivindicaciones 92-96, en el que esta
presente PT a una dosis de aproximadamente 5 ug, esta presente FHA a
una dosis de aproximadamente 5 g y esté presente PRN a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5 ml.

99. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 89-91, en el que la

vacuna de DTP comprende Pw.

100. EIl kit de cualquiera de las reivindicaciones 86-99, en el que el

tercer envase ademas comprende IPV.

101.  El kit de la reivindicacion 100, en el que el IPV esta presente a una
dosis de aproximadamente 40 D-unidades de antigeno de IPV-1, 8 D-

unidades de antigeno de IPV-2 y 32 D-unidades de antigeno de IPV- 3.

102. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 86-101, en el que el
tercer envase ademas comprende HB, opcionalmente adsorbido sobre

fosfato de aluminio.

g
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103. El kit de la reivindicacion 102, en el que el antigeno superficial de

HB est4 presente a una dosis de aproximadamente 10 ug.

104. EIl kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-103, en el que

ningun conjugado de sacaridos del kit esta conjugado con CRM.

105. EI kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-104, enelque 1,26
3 conjugados de sacaridos del kit estan conjugados con DT,

opcionalmente en el segundo envase.

106. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-105, en el que 1, 2,
3 6 4 conjugados de sacaridos del kit estan conjugados con TT,

opcionalmente en el segundo envase.

107. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 63-106, que

comprende Synflorix, opcionalmente en el segundo envase.

108. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 71-107, en el que la

vacuna de DTPa es Infanrix- Hexa.

109. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 71-107, en el que la

vacuna de DTPa es Pediacel.

110. Una vacuna combinada adecuada para la inmunizacion primaria

que comprende nueve 0 mas conjugados de sacaridos;

/95
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a) en la que conjljgado de sacaridos de Hib esta presente pero
no esta conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT,

b) en la que entre dos y siete conjugados de sacaridos inclusive
estan conjugados con CRM;

.¢) en la que otro u otros conjugado(s) de sacaridos no esta

conjugado con CRM.

111. La vacuna combinada de la reivindicacion 110, en la que la dosis
media de CRM por conjugado de sacaridos cunjugado con CRM

presente en el kit es 1-15 ug, 1-10 ug, 1- 5 pg o 1-3 pg.

112. La vacuna combinada de la reivindicaciéon 110 6 111, en la que la
carga total de CRM del kit es menos de 35 Mg, por ejemplo 2-30 pg, 5-25
Mg o 10-20 ug.

113. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-
112, que comprende ademas HB, opcionalmente adsorbido sobre fosfato

de aluminio.

114. La vacuna combinada de la reivindicacién 113, en la que el
antigeno superficial de HB estd presente a una dosis de

aproximadamente 10 ug.

115. Una vacuna combinada adecuada para la inmunizacion primaria

que comprende siete 0 mas sacaridos;
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a) en la que esta presente HB;

b) en la que entre dos y seis conjugados de sacaridos inclusive
estan conjugados con CRM,;

c) en la que otro u otros conjugado(s) de sacaridos no estan

conjugados con CRM.

116. La vacuna combinada de la reivindicacion 115, en la que la dosis
media de CRM por conjugado de sacéaridos conjugado con CRM

presente en el kit es de 1-9 ug, 1-6 ug, 1- 5 ug o 1-3 ug.

117. La vacuna combinada de la reivindicacion 115 6 116, en la que la

carga total de CRM del kit es menos de 20 pg, por ejemplo 2-18 ug o 5-

15 ug.

118. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 115-
117, en la que el antigeno superficial de HB esta adsorbido sobre fosfato
de aluminio y estd opcionalmente presente a una dosis de

aproximadamente 10 ug.

119. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 115-

118, que comprende ademas conjugado de sacaridos de Hib.

120. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-

119, en la que el conjugado de sacaridos de Hib esta presente a una
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dosis de 1-15, 2-10, 3-8, o 4-6 pg de sacarido, por ejemplo

aproximadamente 10 ug de sacérido.

121. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-
120, en la que el conjugado de sacaridos de Hib esta presente a una

dosis de aproximadamente 2,5 pg de sacarido.

122. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-

121, en la que el conjugado de sacéaridos de Hib esta conjugado con TT.

123. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-
122, en la que uno, dos o tres conjugados de sacaridos distintos del

conjugado de sacaridos de Hib estan conjugados con TT.

124. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-
123, en la que el conjugado de sacaridos de Hib no 2sta adsorbido sobre

sales de aluminio o esta adsorbido sobre fosfato de aluminio.

125. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-
124, en la que los conjugados de sacaridos conjugados con CRM son

conjugados de sacéridos capsulares de neumococo.

126. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-
125, en la que el otro u otros conjugado(s) de sacéaridos es conjugado de

sacéridos capsulares de Neisseria meningitidis.

198
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127. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-

126, que comprende ademas una vacuna de DTP.

128. La vacuna combinada de la reivindicacién 127, en la que esta
presente DT, opcionalmente a una dosis entre 10-120 pg, 50-100 pg, 70-
100 ug 0 80-95 pg.

129. La vacuna combinada de la reivindicacion 127 6 128, en la que
esta presente TT, opcionalmente a una dosis entre 10-60 g, 20-50 ug o

30-48 ug.

130. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 127-

129, en la que la vacuna de DTP comprende Pa.

131. La vacuna combinada de la reivindicacién 130, en la que la Pa

comprende PT (o un derivado de PT), FHA y pertactina (PRN).

132. La vacuna combinada de la reivindicacion 130 6 131, en la que
esta presente PT (o un derivado de PT) en Pa y esta a una dosis que no

supera 10 ug, 1-9, 1,5- 8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

133. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 130-
132, en la que esta presente FHA en Pa y esta a una dosis que no

supera 10 pg, 1-9, 1,5-8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.
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134. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 130-
133, en la que esta presente PRN en Pa y estd a una dosis que no

supera 6 g, 0,5-6, 0,8-5, 1-4, 2-3 ug por dosis de 0,5 ml.

135. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 130-
134, en la que esta presente PT a una dosis de aproximadamente 2,5
ug, esta presente FHA a una dosis de aproximadamente 2,5 pg y esta
presente PRN a una dosis de aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5

ml.

136. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 130-
134, en la que esta presente PT a una dosis de aproximadamente 5 ug,
esta presente FHA a una dosis de aproximadamente 5 pg y esta
presente PRN a una dosis de aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5

ml.

137. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 127-

129, en la que la vacuna de DTP comprende Pw.

138. La vacuna combinada de cualquiera de las reivindicaciones 110-

137, que comprende ademas IPV.

139. La vacuna combinada de la reivindicaciéon 138, en la que el IPV

esta presente a una dosis de aproximadamente 40 D-unidades de
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antigeno de IPV-1, 8 D-unidades de antigeno de IPV-2 y 32 D-unidades

de antigeno de IPV-3.

140. Un procedimiento de administrar el kit o vacuna combinada de
cualquiera de las reivindicaciones 1-139 en un calendario de

inmunizacion primaria.

141. El procedimiento de la reivindicacion 140, en el que Pa se
administra al nacer y DTPa- Hib se administra dentro del calendario de

inmunizacién primaria.

142. Un procedimiento de administrar los componentes del kit de
cualquiera de las reivindicaciones 1-109, en el que el contenido del
primer envase se administra conjuntamente con el contenido del

segundo envase.

143. Un procedimiento de administrar los componentes del kit de
cualquiera de las reivindicaciones 1-109, en el que el contenido del
primer envase se administra de forma alternante con el contenido del

segundo envase.

144. El procedimiento de la reivindicacion 142, en el que el contenido
del tercer envase se administra conjuntamente con el contenido de los

envases primero y segundo.

2
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145. El procedimiento de la reivindicacion 143, en el que el contenido

del tercer envase se administra conjuntamente con el contenido del

primer envase.

146. El procedimiento de la reivindicacion 143, en el que el contenido
del tercer envase se administra conjuntamente con el contenido del

segundo envase.

147. El procedimiento de la reivindicacion 143, en el que el contenido
del tercer envase se administra de forma alternante con el contenido de

los envases primero y segundo.

148. Un procedimiento de disminuir la interferencia inespecifica de
CRM sobre un antigeno sensible en un calendario de inmunizacion
primaria de una vacuna que comprende una o mas de las siguientes
etapas

a) disminuir la cantidad de CRM y/o el numero de conjugados en
CRM de la vacuna;

b) incluir IPV en la vacuna que comprende e! antigeno sensible;

¢) incluir Pw en la vacuna que comprende el antigeno sensible;

d) disminuir la dosis de DT de la vacuna que comprende el
antigeno sensible;

e) aumentar la dosis del antigeno sensible;

f) si Pa esta presente en la vacuna que comprende antigeno

sensible, reducir la dosis de Pa o el nUmero de componentes de Pa;
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g) eliminar CRM de la vacuna que comprende el antigeno
sensible, o eliminar CRM completamente del kit, o eliminar CRM, DT y

los derivados de DT de la vacuna que comprende el antigeno sensible.

149. El procedimiento de la reivindicacion 148, en el que el antigeno
sensible es Hib no conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de

DT o HB.

150. El procedimiento de la reivindicacion 148 6 149, que comprende la
etapa adicional de incluir TT adicional en la vacuna si el conjugado de

sacaridos de Hib esta presente y esta conjugado con TT.

151. El procedimiento de la reivindicacion 150, en el que se
proporciona TT adicional en un envase separado del conjugado de

sacaridos de Hib, para la administracion conjunta.

152. El procedimiento de la reivindicacion 150 6 151, en el que el TT

adicional esta conjugado con no mas de otros tres sacaridos.

153. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-152,
en el que si esta presente Pa, esta presente PT (o derivado de PT) en Pa
y estd a una dosis que no supera 10 pg, 1-9, 1,5- 8, 2-6, 2,5-5 ug por

dosis de 0,5 ml.

253
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154. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-153,
en el que si esta presente Pa, esta presente FHA en Pa y esta a una

dosis que no supera 10 ug, 1-9, 1,5-8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5 ml.

155. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-154,
en el que si estd presente Pa, esta presente PRN en Pa y esta a una

dosis que no supera 6 ug,.0,5-6, 0,8-5, 1-4, 2-3 ug por dosis de 0,5 ml.

156. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-155,
en el que si esta presente Pa, esta presente PT a una dosis de
aproximadamente 2,5 ug, esta presente FHA a una dosis de
aproximadamente 2,5 ug y estda presente PRN a una dosis de

aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5 ml.

157. EI procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-155,
en el que si estd presente Pa, estd presente PT a una dosis de
aproximadamente 5 pg, estd presente FHA a wuna dosis de
aproximadamente 5 ug y estd presente PRN a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5 ml.

158. EI procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-157,

en el que PT es recombinante.

159. El procedimiento de la reivindicacién 158, en el que se reduce la

dosis de PT.
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160. EIl procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-159 en
el que se proporciona TT adicional mediante la administracic’)n‘conjunta

de Synflorix.

161. EIl procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-160,
en el que se proporciona TT adicional medianie la administracion

conjunta de MenC-TT e Infanrix-hexa.

162. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-161,

en el que se proporciona IPV mediante Infanrix-hexa.

163. EIl procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 148-162,
en el que el conjugado de sacaridos de Hib se administra de forma

separada de la vacuna de DTP-IPV-HB.

164. Un procedimiento de disminuir la interferencia inespecifica en un
antigeno sensible cuando se usa un kit que comprende ocho o mas
conjugados de sacaridos conjugados con CRM, que comprende un
primer envase que comprende |

a) un(os) antigeno(s) sensible(s) en presencia de CRM, DT o
cualquier otro derivado de DT;

y un segundo envése que comprende

b) siete 0 mas conjugados de sacéaridos conjugados con CRM;
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c) opcionalmente al menos otro conjugado de sacaridos no
conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado de DT;

y opcionalmente un tercer envase que opcionalmente comprende
al menos un conjugado de sacaridos que esta

d) opcionalmente conjugado con CRM,;

e) opcionalmente no conjugado con CRM,

que comprende la etapa de eliminar todo CRM, DT o cualquier
otro derivado de DT del envase que comprende el antigeno sensible o
reducir el nimero de conjugados de sacaridos conjugados con CRM a no

mas de siete.

165. Un procedimiento de inmunizar contra una enfermedad provocada
por Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium difteriae,
virus de la hepatitis B, Haemophilus influenzae de tipo b, Streptococcus
pneumonia y Neisseria meningitidis usando el kit o vacuna combinada de
cualquiera de las reivindicaciones 1-156, en el que

a) cada antigeno del kit o la vacuna combinada se administra 2-3
veces en un calendario de inmunizacién primaria;

b) Hib no esta conjugado con CRM, DT o cualquier otro derivado
de DT;

c) hay 7 o mas antigenos conjugados de sacaridos capsulares de
Streptococcus pneumonia,

d) el numero de antigenos de sacaridos capsulares de
Streptococcus pneumonia y Neisseria meningitidis conjugados con CRM

es inferior a 8.
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166. El procedimiento de la reivindicacion 1G5, en el que los
conjugados de antigenos de sacéridos de Streptococcus pneumonia

estan comprendidos en Synflorix.

167. El procedimiento de la reivindicacion 165 6 166, en el que
Synflorix se administra conjuntamente o se administra de forma
alternante con Infanrix-Hexa y una vacuna que contiene conjugado

MenC.

168. EI procedimiento de la reivindicacion 165 6 166, en el que
Synflorix se administra conjuntamente o se administra de forma
alternante con Infanrix-Penta y una vacuna que contiene conjugado Hib-

MenC.

169. EI procedimiento de la reivindicacion 165 6 166, en el que
Synflorix se administra conjuntamente o se administra de forma

alternante con una vacuna que contiene Infanrix Hexa-MenC.

170. Un procedimiento de inmunizar contra enfermedades provocadas
por Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium difteriae,
virus de la hepatitis B, Haemophilus influenzae de tipo b, Streptococcus
pneumonia 'y Neisseria meningitidis usando el kit o vacuna combinada de

cualquiera de las reivindicaciones 1-139, en el que
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a) cada antigeno del kit o vacuna combinada se administra 2-3
veces en un calendario de inmunizacion primaria,

b) se reduce la dosis de Pa o el numero de componentes de Pa.

171. El kit, la vacuna combinada o el procedimiento de las

reivindicaciones 1-170, en el que CRM es CRM-197.

172. Un kit de vacunas para la administracion conjunta que comprende
dos 0 mas envases, en el que

el primer envase comprende

a) Hib que comprende PRP conjugado con TT

b) opcionalmente DTP

¢) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales

el segundo envase comprende

d) una vacuna que comprende uno o méas sacaridos bacterianos
conjugados con proteina, uno o mas de los cuales esta(n) conjugado(s)
conTT

e) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales

y, opcionalmente, un tercer envase comprende

f) una vacuna que comprende TT

en la que la cantidad total de TT del kit no conjugado con Hib es

de 31 yg a 55 ug, 35 ug a 50 yg 0 40 ug a 45 pg.

173. Un kit de vacunas para la administracion conjunta que comprende

dos 0 mas envases, en el que
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el primer envase coAmprende
a) Hib que comprende PRP conjugado con TT
b) opcionalmente DTP
c¢) opcionalmente uno o0 mas antigenos adicionales
el segundo envase comprende
d) una vacuna que comprende uno o mas sacaridos bacterianos
conjugados con proteina uno o mas de los cuales esta(n) conjugado(s)
conTT
e) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales
y, opcionalmente, un tercer envase comprende
f) una vacuna que comprende TT
en la que la cantidad total de TT del kit que no esta en el primer

envase es de 1 pg a 25 pg, 5 g a 20 pg, 0 10 yg a 15 pg.

174. El kit de la reivindicacion 173 que es el kit de la reivindicacion 172.

175. Un kit de vacunas para la administracion conjunta que comprende
dos 0 mas envases, en el que
el primer envase comprende
a) Hib que comprende PRP conjugado con TT
b) opcionalmente DTP
c) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales

el segundo envase comprende

09
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d) una vacuna que comprende uno o mas sacaridos bacterianos
conjugados con proteina uno o mas de los cuales esta(n) conjugado(s)
conTT

e) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales

y, opcionalmente, un tercer envase comprende

f) una vacuna que comprende TT

en la que la cantidad de TT presente en el primer envase, pero
no conjugado con PRP en Hib es de 20 yg a 40 yg 0 25 a 35 yg o

aprcximadamente o exactamente 30 pg.

176. EI kit de la reivindicacion 175 que es un kit de las reivindicaciones

172-174.

177. Un kit de vacunas para la administracion conjunta que comprende
dos o0 mas envases, en el que

el primer envase comprende

a) Hib que comprende PRP conjugado con TT

b) opcionalmente DTP

c) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales

el segundo envase comprende

d) una vacuna que comprende uno 0 mas sacaridos bacterianos
conjugados con proteina uno o mas de los cuales esta(n) conjugado(s)
conTT

e) opcionalmente uno o mas antigenos adicionales

y, opcionalmente, un tercer envase comprende

2(o
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f) una vacuna que comprende TT
en la que la cantidad de TT conjugado con PRP en Hib es de 10
Mg a 40 pg, o 15 a 35 ug, 20 pg a 30 pg o aproximadamente o

exactamente 25 ug.

178. El kit de la reivindicacion 177 que es un kit de las reivindicaciones

172-176.

179. El kit de las reivindicaciones 172-178, en el que PRP en Hib esta

conjugado a través de un enlazador ADHa TT.

180. EI kit de las reivindicaciones 172-176, en el que el numero de
sacaridos bacterianos conjugados con proteinas diferentes en el

segundo envase que estan conjugadoscon TT es 1,2, 3 6 4.

181. EI kit de las reivindicaciones 172-180, en el que el primer envase

comprende b) DTPa o DTPw.,

182. EI kit de las reivindicaciones 172-181, en el que el primer envase

comprende c) IPV y/o HB.

183. EIl kit de las reivindicaciones 172-180, que comprende un tercer

envase que comprende f) DTPa o DTPw.

||
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184. EI kit de la reivindicacion 183, en el que el tercer envase ademas

comprende [PV y/o HB.

185. EI kit de las reivindicaciones 172-184, en el que el primer envase
comprende c) sacéarido capsular MenC conjugado con TT y/o sacarido

capsular MenY conjugado con TT.

186. EI kit de las reivindicaciones 172-184, en el que el tercer envase
comprende f) sacéarido capsular MenC conjugado <on TT y/o sacarido

capsular MenY conjugado con TT.

187. El kit de las reivindicaciones 172-186, en el que el segundo
envase comprende d) una vacuna neumococica que comprende 9, 10,
11, 12, 13, 14 6 15 0 mas sacaridos capsulares neumocécicos diferentes

conjugados con transportadores proteinicos.

188. EIl kit de la reivindicacion 187, en el que el segundo envase

comprende d) sacarido capsular de serotipo 18C conjugado con TT.

189. EI kit de las reivindicaciones 172-184, en el que el segundo
envase comprende d) sacarido capsular MenC ccrjugado con TT y/o

sacarido capsular MenY conjugado con TT.

190. El kit de las reivindicaciones 172-189 que es un kit tal como se

describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1-109.

A2
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191.  Un procedimiento de disminuir la interferencia inespecifica en una
vacuna que comprende un antigeno sensible que se administra en un
calendario de inmunizacién primaria que se provoca por la
administracion de Pa al nacer, que comprende una o mas de las
siguientes etapas

h) reducir la dosis de Pa al nacer o el nUmero de componentes de
Pa;

a) incluir IPV en la vacuna que comprende el antigeno sensible;

b) incluir Pw en la vacuna que comprende el antigeno sensible;

c) disminuir la dosis de DT en la vacuna que comprende el
antigeno sensible;

d) aumentar la dosis del antigeno sensible;

e) si CRM esta presente, disminuir la cantidad de CRM y/o el
numero de conjugados de sacéaridos en CRM,;

f) si Hib es el antigeno sensible, administrar Hib de forma
separada de una vacuna combinada que comprende DTPa;

g) si HB es el antigeno sensible, administrar HB de forma
separada de una vacuna combinada que comprende DTPa;

h) administrar Pa-HB al nacer para reducir la interferencia

inmunitaria con HB.

192. El procedimiento de la reivindicacion 191, en el que el antigeno
sensible es Hib, HB y/o sacéarido capsular neumocdécico PS6B conjugado

con una proteina transportadora.

a3
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193. El procedimiento de la reivindicacion 191, en el que el antigeno
sensible es Hib y comprende PRP conjugado con TT, en el que el
procedimiento de disminuir la interferencia inespecifica comprende la

etapa adicional de incluir TT adicional en la vacuna.

194. El procedimiento de la reivindicacion 193, en el que el TT adicional

se proporciona en un envase distinto.

195. El procedimiento de la reivindicacion 193 6 194, en el que el TT

adicional esta conjugado con no mas de otros tres sacaridos.

196. Un procedimiento de administrar Pa al nacer y Hib en un
calendario de inmunizacién primaria a un paciente en el que:

- Pa se administra al nacer; y

- Hib en el calendario de inmunizacién primaria se administra en

una vacuna que no comprende DTPa.

197. El procedimiento de la reivindicacion 196, en el que Hib se
administra combinado con conjugados de sacéaridos capsulares MenC

y/o MenY.

198. Un procedimiento de administrar Pa al nacer y HB en un
calendario de inmunizacion primaria a un paciente en el que:

- Pa se administra al nacer; y

24
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- HB en el calendario de inmunizacién primaria se administra en

una vacuna que no comprende DTPa.

199. EI procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 191-198,
en el que PT (o derivado de PT) esta presente en Pa al nacer y esta a
una dosis que no supera 10 ug, 1-9, 1,5-8, 2-6, 2,5-5 ug por dosis de 0,5

mil.

200. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 191-199,
en el que esta presente FHA en Pa al nacer y esta a una dosis que no

supera 10 ug, 1-9, 1,5-8, 2-6, 2,5-5 pg por dosis de 0,5 ml.

201. EIl procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 191-200,
en el que esta presente PRN en Pa al nacer y estd a una dosis que no

supera 6 ug, 0,5-6, 0,8-5, 1-4, 2-3 pg por dosis de 0,5 ml.

202. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 191-201,
en el que PT esta presente en Pa al nacer a una dosis de
aproximadamente 2,5 pug, FHA estda presente a una dosis de
aproximadamente 2,5 pg y PRN estd presente a una dosis de

aproximadamente 0,8 ug por dosis de 0,5 ml.

203. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 191-201,
en el que estd presente PT en Pa al nacer a una dosis de

aproximadamente 5 ug, estd presente FHA a una dosis de

205
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aproximadamente 5 ug y estd presente PRN a una dosis de

aproximadamente 2,5 ug por dosis de 0,5 ml.

204. EIl procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 191-203,

en el que el PT en Pa al nacer es recombinante.

205. El procedimiento de las reivindicaciones 191-204, en el que la Pa

al nacer comprende PT.

206. El procedimiento de las reivindicaciones 191-205, en el que la Pa

al nacer comprende FHA.

207. El procedimiento de las reivindicaciones 191-206, en el que la Pa

al nacer comprende PRN.

208. El procedimiento de las reivindicaciones 191-207, en el que la Pa

al nacer no comprende PT.

209. El procedimiento de las reivindicaciones 191-208, en el que la Pa

al nacer no comprende FHA.

210. El procedimiento de las reivindicaciones 1-19, en el que la Pa al

nacer no comprende PRN.

/A
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GMC de anticuerpos contra PRP
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Figura3 Curvas acumulativas inversas para las concentraciones de
anticuerpos contra PRP un mes después de la tercera dosis de la vacuna

Infanrix hexa (cohorte ATP para la capacidad inmunégena)
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Grupo de HepB al nacer: recibié la vacuna de la Hepatitis B al nacer e Infanrix
hexa™ a los 2, 4, 6 meses de edad
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alos 2, 4, 6 meses de edad
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Figura 4 Curvas acumulativas inversas para las concentraciones de
anticuerpos contra PRP un mes después de la dosis de recuerdo de la vacuna

Infanrix hexa {(cohorte ATP para la capacidad inmunégena)
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulc 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la materia
de 1la cual trata la solicitud, ya que el titulo relacionado no se encuentra con la
precisién necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Gnica 5.2.9)

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidén del
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conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerarid abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.
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