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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
x| Patente de Invencién [ ] Patente de Modelo de Utilidad
Capitulo I. X Capitulo |l

2 Nombre: PANACEA BIOTEC LTD. ' IDENTIFICACION
Direccidn: B-1 Extn./ A-27, Mohan
Co-operative Industrial Estate, Mathura Road, C.C. D NIT D

SOLICITANTE New Delhi-110044, India
(71) Nacionalidad o domicilio: New Delhi, India | C.E. D Otro D
Lugar de Constitucién:
Teléfono: Fax: Numero
E-mail
[ 3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION
D'ALEMAN ' l__—]
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 11 No. 86-53,piso6 - | C.C. X NIT
O APODERADO
| (74) Teléfono: 6181088  Fax: 6350824 |CE [ ] O[]

E-mail: clarkemodet@gclarkemodet.com.co NUm?rrlg ﬁ%g;—%{g

4 Nombre: VER HOJA ANEXA

INVENTOR (ES) Direccion:

(72)

Nacionalidad o domicilio:

5 PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/IN2009/000599 Fecha 23 de octubre de 2009
Publicacién Internacional No. WO 2010/046934 A1 Fecha _29 de abril de 2010

6 TITULO (54) __NUEVAS VACUNAS COMBINADAS CON_CELULAS COMPLETAS DE
PERTUSSIS Y METODO DE FABRICACION DE LAS MISMAS,

7 Clasificacidn Internacional {(51) AB1K 39/05
8 Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nuamero de Solicitud
‘ India 24 de octubre de_2008 2437/Del/2008

Sl [X NOD

9 Comprobante de pago No.f_11-36000 1111-36023 // 11-36246 /I 11-36047
Fecha 15 de abril de 2011
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

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

De ser el caso copia de contrato de ‘acceso.

De ser el caso, documento que-acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material bioldgico

Arte final 12 X 12 .

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el ext{ranjero por el
mismo titular 0 su causante, relacionadas parcial 0 totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional
Qtros II

.
b

FIGURA CARACTERISTICA

12

Solicito la concesidn de la patente

NOMBRE : DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN

Y7

C.C. 41 .654.88\% T.P. 20824

FIRMA:




ANEXOS

INVENTORES

1.) JAIN, Rajesh
(B-1 Extn./ A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Mathura Road, New Delhi-110044, India };

2.) SINGH, Sukhjeet
(B-1 Extn./ A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Mathura Road, New Delhi-110044, India ).

3.) JAMBU, Lavit
(B-1 Extn./ A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Mathura Road, New Delhi-110044, India ),

e«
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TIPO PAGO BANCQO
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*** Soporte del Pago

CUENTA Na. PAGO

FECHA PAGQO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 431342063

15/04/2011 108.185.000.00
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*** Conceptos Pagados

VrUNDITARIO MV CONCEPTO

CANT _ BENTISTICO CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 .LG’E‘N&%% DE SOL. DE PATENTE DE 571.000.00 571.000.00
$571.000.00

Sede Centro; Camrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, b.C.- Colombia
Wab: www.sic.gov.co o-mai: info@slc.gov.co Conmutador: {571) $870000 Fax: (371) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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b RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0036023

Bogota D.C., Abril 15 de 2011 - 18:03:59

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPO PAGO BANCO CLENTA

*** Soporte del Pago ™*

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

No. PAGO FECHA PAGO VR PAGC
4313420863 15/04/2011 108.185.000.00

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

*** Conceptos Pagados *™*

i 50005-01-08 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

SON: *QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

plicado al Expediente No,

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOQS

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Calombia
Wab: www.sic.gov.co e.mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) $870000 Fax; {(571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Centar: (571) 6513240

. Abril 15 de 2041 - 18:06:30
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500.000.00 500.000.00
$500.000.00
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RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0036246

Bogota D.C., Abril 15 de 2011 - 18:03:59

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

Ni 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (062754387 431342063 15/04/2011 108.185.000.00
*** Conceptos Pagados ™**
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Clarke, Modet & C°

COLOMBLA

COLOMBIA

Carrera 11 N®86-51 Piso 6 Bogotd Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax: (57 1} 6350824 -Email: info@clarkemodet.com.co
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PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

cn mi (nuestro) caractes de tepresentante(s) legales de PANACEA
BIOTEC LTD.

una sociedad organizada y cxislenle de acuerdo con las leyes de

v en aclual cumplimicalo de su objcto sacial, con domicilio cn B-1
Extn./ A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Mathura Road,
New Delhi-110044-India.

por ¢l presente instrumento confiero {conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ DYALEMAN, con Cédula de Civdada-
nia No. 41.654.882 de Bogotd, y 1p. 20824 y CLAUDIA LUCIA
CARO RAMIREZ, ton Cédula de Ciudadania No. 40.017.374 de Tunja,
y Ip. 36448, con domicilio en Bogotd, Colombia, para que actuando en
su orden en nombre del  {dc la) otorgante le {la} rcpresenten anie
cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contenciose Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquicr otro en lo referente a los siguientes
asunlos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Indusirial, tales come: patentes de invencion, modelos de
utilidad; dischos industriales, varicdades vegelales; marcas, lemas,
nownbres v ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovacioncs, prorrogas, transferencias, cambios de nombre ylo
domicilio, cantralos y licencias.

23 Salicitar, tramilar, oblener y/o registrar derechos de autor, en cuaiquic-
ra de sus presentaciones asi como la proteccion de secretos industriales y
know-haw,

3) Solicitar, tramitar, obtencr y/o regisirar registros sanilarios, permisos
v/o licencias de funcionamiento; asi como sus renavaciones o prorogas,
wransferencias, cambios de nombre y/o domicilie, contratos y licencias.

43 Ejercer acciones de oposicion, observacidn, reclamos, reconsideracién,
reposicidn, epelacidn, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
proteccidn al consumidor, concesidn de licencias, proteccion de secretos
industriales v demas acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la compeleacia
desleal, acciones derivadas de la obtencidn 4 explotacidn de licencias,
acciones de indemnizacién de perjuicics. También podri{p) inlervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, coniencioso-administrativos, (utelas
y de policia; en aceiones o juicios promovidos por el {la) mandanic o en
conira el (ebla) .

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6} En ¢l ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
yuedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, compromeier en
arbiteos, desistir, recibir y tomar posesion de 1a cosa objeto de lingio y
renunciar o desistii 2 derechos concedidos ¢ en curso de concesidn,
admitir los keehos del proceso.

7) Ratificar o no k agencia oficiosa. e =
$) Asi misimo laculto (lucultanos) a log s F
recibir notilicaciones y designar ap :
sustituir el presente poder y revoc

Dade y finnado en

4051,

g nFc 2010

“varictics; Marks, Slogans,

POWER OF ATTORNEY

I, the undersigned Prom Singh Panwar

legal representative(s) of PANACEA BIOTEC LTD.

an organization existing under the laws of India

and in present cxecution of its business activity, domiciled B-1 Extn./ A-27,
Mohan Co-operative Industeial Estate, Mathura Road, New Delhi-
T10044-1N.

da hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogotd, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogotd, Colombia, to act in the order of their
appointment in behall of grantor before any cntity, authority and/er natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Conientious, Judicial, arbitralion courts, and/or zny other, in all matters
concerning the following:

1) To apply, process, obtain andfor register any of the modalitics of Industrial
Properly, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
Trade Mames and cmblems and appellations of
Origin; as well as their rencwals, assignments, changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtaip and/or register copyrights of any kind as well as
protéctitn of industriat secrets or know-how,

3} To apply, process, oblain andfor register sanitary registrations, opcrating
authorizations and/or licenses; as well ag their renewals or - assignments,
changes of name andfor domicile, agreements and licenses.

4) To bring aciions of opposition, observalions, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and oflier aclions related with
rights derived from 1he above- mentioned matters and agumsl 1]13 unfair
competmon actions rcsult:ng from -the oblammg or cxploitpafe

Commercial,
writ mandamus police actions; in actions, lawsuits orff
the grantor or against him.
3) To [cglsler dnmam names before lhe competent ent{iy- 4\ &
) )g@l’c 0
conr:lllate cancel, settle, submit to arbnratwn wuhdr\ d b
take possession of the litigation related ohjet and waive d
granted or in prucess of granting, admit the facts’ol the
7) To ralify or not the officious agency.
8) | {we) hereby appoint the atore mentioned atlorptys

Nt\h.
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CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuandao ¢! solicitante ¢s SOCIEDAD)
(Poderes otorpados en: El Salvador, Estados Unidos. México y Venezuela)

dias del mes de de

, ¢l Notario que suscribe DA FE de que:

A los

{nombre de la persona que [inma el poder)

mayor de edad y domiciliado

firma de su pufio

y leim ¢ documento que anlecede.
2. Conoce al (ala) olorgante ¥y que este (a) csla legaimente capacitado
para el otorgamiento.
3. Il otorgante  ha firmado el referido docemento  en su cardeter
de
de la persona juridica PPANACEA BIQTEC LTD.

4. La citada persona juridica con sede ea B-1 Extn A-27, Mohan Co-
operative Industrial Estate, Mathura Road, New Delhi-110044-Endia,
estd lfegalingnic constiteida, que tiene actualmente existencia legal y
que el acto para el cunl seha otorgado este poder estia comprendida
entre los que constituyen su ohjero social.

5. El otorgante  ticne efectivamente Ya representacidn que ostenta, que
esla es legitima y que estd facultado para otorgar este poder.

6. las anteriores certificaciones de los punlos 3, 4 ¥ 3, me constan porque
he tenido 4 la visia los dacumentos auiénticos.

Notario Publico

NOTA: A enntinuacién de lo anferior, el Cénsul de Colombia debe
aulenticar la firma del Notarie Piblico.

CERTIFICADO  SOTARIAL  (Cuando ¢l solicitante  es
INDIVEDUO)
A los dias del mes de de

, ¢l Nntario que suscribe DA FE de que:

1.

(neanbre de la personz que firma el poder)

mayor de edad y domiciliado en

firmd en su presencia
ol documente que antecede, conoce al olorgante y que este esta
legalmente capacitado para ¢l otorgamienzo.

Notario Pablico
NOTA: A continuacién de ko anterior, ¢l Consul de Colombia debe
autenticar la firma del Notario Publica.

Para todos los demas paises el Scior Cénsul de Colombia o ante
quicn se otorgue, debe expedir una certificacion dejando.constancia
13 de la cexistencia legal de Ia suciedad, 2} de que esta cjerce actual-
mente su abjeto seciad, ¥ 3} de que 1a person v personas que otgrgan
el poder estin faculladas para hacerls, dejando

constancia asi mismo de que tuve a b vista las proehay que acrediten
Lales circunstangins.

LEGALIZACION POR EL CONSUL DI COLOMBIA
O POR APPOSTILLA

NOTARIAL CERTIFICATE
{ When the applicant is a CORFORATION)
(Powers of atlomey granied in: £l Salvador, Mexico, U.S.A. and Venezuela)

This  Ist day of December , 2010
the undersigned Notary CERTIFIES that:

l. Prem Singh Panwar
(name of the person who signs the power of atlorney}

domiciled
scl his hand on

ol legal and
in India

the foregoing documenlt.

2. The grantor is to him personally known and that hefshe has legal capacity to
execute the document.

3. The granior  has  exceuted the foregoing documenl in his capacily
afl’ Senior Manager — Intellectual Property & Lepal Affairs

of the juridical  PANACEA BIOTEC LTD.

age

4. The mentioned juridigal person with place of B-1 Extn./ A-27, Mahan
Co-operative, lnduflr al :%‘m{c, Mathura Road, New Delhi-110044-EN, is
duly organizd i’ias agm bgiﬁsc‘uslcm.e and that the purposes tor which
the powgr ofa!lorncy is grafted rc within the scope of its corporate purposes.

5. Thetgranor  hys  inafpac e referred quality  and that histher
rcpn:s’&ntulmn mnTEgah d |hal c/she is empowered to grant this power
ol a}mmcv \ 1
[ fh:!\c based ﬁ-e‘ahu'(?‘ccm ﬁo s 3, 4 and 3, on the authentic documents
\\{mﬁ- l"or«g&h pikhde were ¢ 1 me.“ﬂ

\. _‘1 (‘\) R #

- ) /o
v, GOy L
s et o ;

Notary Public

NOTA: Then the Celombian Consul must legafize the signature of the Notary
Public.

NOTARIAL  CERTIFICATE (  When  the  applicant s an
INDIVIDUALS)
On this day of December, 2010

the undersigned Notary CERTIFIES that:

1. Prein Singh Panwar
{name¢ of the person who signs the Power of Attomey)

India
signed in his presence the
docuiment, the granlor is te him personally known and that he/she
capacity lo execule the document.

of legal age and domiciled ai

Notary Public
NOTA: Then the Colombian Censul must legalize ihesi
Public,

For all ather countries the ColoaghianGe
must issue a certification statingfIf onejef
1} that the corporiate purposes g G
the person or persons who pran 3
10 do it. The Consud will certify,
circumstances were exhibited (0

LEGALIZATION
APOSTILLE,
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T‘r*aO{ucc'iém o][ic;ia| de un documento cuyo omgina' estd en ing'és

El Documento de Poder adjunto lleva los siguientes sellos:

Sello redondo pequenio: “Certificado - Camara de Comercio de Nueva Delhi”

Sello pequenio bajo la firma: “Jasprem Singh, Subsecretario Camara de Comercio de

Nueva Delhi”

Sello Rectangular: “Por Panacea Biotec Lid. (firmado) Prem Singh Panwar.
Gerente. Propiedad Intelectual y Asuntos Legales. B-1 Extn. A-27, Mohan Co-

aperative Indl. Estate. Mathura Road, New Delhi — 110 044”

Sello ovalado (2): “Camara de Comercio de Nueva Delhi — DIC. 13, 2010. Nueva
Delhi”

Sello vedondo (2): “Notario Publico. Nombre: Sra. Rani Ridla. L. No. 1471.

Gobierno de la India”

“Certificado (Firmado) Notario Publico. Nueva Delhi — DIC. 9, 2010”.

Al reverso de la pdgina hay wn sello del Consulado de Colombia en Nueva Delhi, con No.

2120710 fechado el 21 de diciembre de 2010 y firmado por Lina Fajardo, Consejera.

fechados el 29 de diciembre de 2010; su nimero es “63E

Consul Lina Fajardo.

ABR 2011 -
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Contifica que b prosente oo una baduecin aulinkica y complota 3of ingfis of cpaiiol 2ol Jocumanto adjuata, fa
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RESUMEN

La presente invencion se relaciona con una vacuna combinada que comprende una mezcla de
antigenos para proteccién contra enfermedades tales como difteria, tétanos, tos ferina
(coqueluche) con células completas y polio. La presente invencion también ser relaciona con la
inclusidn de uno 0 mas antigenos en dicha vacuna combinada, para proteccion contra infecciones
causadas por Haemophilus influenzae, virus de la hepatitis, y otros patdégenos, tal que la
administracion de la vacuna puede inmunizar simultineamente al sujeto contra mas de un
patogeno. La invencion en particular se relaciona con una vacuna combinada completamente
liquida y estable que comprende los antigenos indicados mas arriba y con los métodos para

fabricar dicha vacuna.



NUEVAS VACUNAS COMBINADAS CON CEI:,ULAS COMPLETAS DE PERTUSSIS Y
METODO DE FABRICACION DE LAS MISMAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con una vacuna combinada que comprende una mezcla de
antigenos para proteccidon contra enfermedades tales como difteria, tétanos, tos ferina
(coqueluche) y polio. La presente invencidn también ser relaciona con la inclusion de uno o més
antigenos en dicha vacuna combinada, para proteccion contra infecciones causadas por
Haemophilus influenzae, virus de la hepatitis, y otros patégenos, tal que la administracion de la
vacuna puede inmunizar simultineamente al sujeto contra mas de un patégeno. La invencién en
particular se relaciona con una vacuna combinada completamente liquida y estable que

comprende los antigenos indicados maés arriba y con los métodos para fabricar dicha vacuna.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Antigenos de la vacuna

Antigenos de la Difteria y el Tétanos

La difteria y el tétanos son infecciones agudas causadas por Corynebacterium diphtheriae y
Clostridium tetani, respectivamente. Las toxinas de estas bacterias son la causa principal de las
respectivas enfermedades. Las vacunas que otorgan proteccion contra estas bacterias contienen
estas toxinas que se han convertido en toxoides para hacerlas perder su infectividad. Las toxinas
son tratadas usando productos quimicos tales como formaldehido o glutaraldehido para hacer
toxoides [toxoide diftérico (TD) y toxoide tetanico (TT)). También se usa CRM 197, una toxina

diftérica mutante, en algunas vacunas.

Antigenos de tos ferina

La tos ferina o coqueluche es causada por Bordetella pertussis. Esta es una enfermedad
debilitante y seria que incluso puede conducir a la muerte. Las vacunas iniciales contra la
enfermedad estaban basadas en células completas que eran tratadas con productos quimicos tales
como formaldehido para matar las células e inactivar los materiales toxicos. Los esfuerzos para
desarrollar una vacuna anti-tos ferina de células completas comenz6 poco después de que se
hiciera crecer B. pertussis en un cultivo puro en 1906. En la década de 1920, el Dr. Louis W.
Sauer desarrolld una vacuna para la tos ferina. En 1925, el médico danés Thorvald Madsen fue el
primero en probar una vacuna anti-tos ferina de células completas a gran escala. En 1942, el
cientifico estadounidense Pearl Kendrick combiné la vacuna anti-tos ferina de células completas
con toxoides diftérico y tetanico para generar la primera combinacion de vacuna DTP (diftenia-
tétanos-pertussis). Estas vacunas, llamadas “vacunas de células completas (WP, del inglés “whole

Pertussis™, “Pertussis completas™)", fueron altamente eficaces. \/L



Esta ultima vacuna, llamada “vacuna de componentes” comprendid un menor nimero de
antigenos altamente purificados. Se ha sugerido incluir muchos factores asociados de virulencia
en una ‘“vacuna acelular”, la que es menos definida en comparacién con una vacuna de
componentes, Las vacunas que comprenden solo TP fueron sélo parcialmente protectoras,
mientras que las vacunas que comprendieron la combinacion de TP/HAF fueron més eficaces,

pero aun asi tienen menos inmunogenicidad que las vacunas wP.

Antigenos de poliomielitis
Hay disponibles dos tipos de vacuna:
¢ Una vacuna contra la polio oral (VPO) viva atenuada (debilitada) desarrollada por el Dr.
Albert Sabin en 1961. La VPO, conteniendo las cepas Sabin, se administra oralmente.
e Una vacuna contra la polio inactivada (muerta) (VPI) desarrollada en 1955 por el Dr.

Jonas Salk. La VPI, conteniendo las cepas Salk, se administra como una inyeccion.

Tanto la vacuna anti-polio atenuada (VPO) como la inactivada (VPI) han sido efectivas para
controlar la enfermedad de la polio en todo €l mundo. La vacuna contra la polio puede contener
las cepas Salk o Sabin. Las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 son las
cepas Salk que mas se han usado en la vacuna contra la poliomielitis. Las cepas Sabin incluyen

las cepas Sabin 1 y Sabin 2.

Antigenos de Haemophilus influenzae (Hib)

El Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram-negativo que forma parte normal de la flora
del tracto respiratorio superior. El Haemophilus influenzae de tipo b (Hib b) es una causa
importante de infecciones de meningitis invasiva de transmisién sanguinea en nifios jovenes y
una causa principal de meningitis en los primeros 2 afios de vida. La inmunizacién contra
Haemophilus influenzae comenzé en Canada en 1987 con una vacuna de polisacridos [PRP, del
inglés polyribose ribitol phosphate, polirribosa ribitol fosfato]. La capsula de poli-ribosil-ribito]
fosfato (PRP) del Hib es un factor de virulencia importante para el organismo. El anticuerpo
contra el PRP es el contribuyente primario para la actividad bactericida sérica, y los niveles altos
del anticuerpo estan asociados con un menor riesgo de enfermedad invasiva. El PRP es un
antigeno independiente de células T y, por ende, estd caracterizado por a) induccién de una
respuesta de anticuerpos pobre en infantes y nifios menores de 18 meses, b) una respuesta de
anticuerpos variable y cuantitativamente menor que la que se ve con antigenos dependientes de
células T, ¢) produccién de una mayor proporcién de inmunoglobulina M (IgM), y d) inhabilidad

para inducir una respuesta de reforzamiento.

Las vacunas iniciales basadas sélo en el componente PRP probaron ser inefectivas en infantes. Se \,B



han dingido esfuerzos adicionales hacia la vacuna contra PRP conjugado, en donde el PRP se
conjuga con proteinas llamadas proteinas portadoras, tales como la proteina de membrana externa

de Neisseria meningitidis, el toxoide diftérico, el toxoide tetanico y CRM 197,

Antigenos de hepatitis (Hep)

Existen varias cepas de virus de la hepatitis. La hepatitis B es una enfermedad causada por el
virus de la hepatitis B (VHB) que infecta el higado de los hominidos, incluyendo los humanos, y
causa una inflamacidn llamada hepatitis. La infeccion varia en severidad desde una enfermedad
suave que dura unas pocas semanas {aguda) hasta una enfermedad seria a largo plazo (crénica)
que puede llevar a enfermedad hepatica o cancer hepatico. La vacuna contra la enfermedad
contiene una de las proteinas de la cépside viral, el antigeno de superficie de hepatitis B
(HBsAg). Las vacunas que protegen contra hepatitis B aprobadas por 1a FDA {N.d.T.: Food and
Drug Administration, Administracién de Alimentos y Drogas de los E.E.U.U.] son Recombivax

HB® y Comvax®, de Merck, Engerix-B® y Pediarix®, de GlaxoSmithKline Biologicals.

Otros antigenos

Los otros antigenos que conciernen a la raza humana incluyen Haemophilus influenzae (serotipos
a, ¢, d, e, f y cepas no encapsuladas), hepatitis (cepas A, C, D, E, F y G), meningitis A, B o C,
influenza, neumococos, estreptococos, antrax, dengue, malaria, sarampion, parotiditis (paperas),
rubéola, BCG, encefalitis japonesa, rotavirus, viruela, fiebre amarilla, fiebre tifoidea, herpes

zoster, virus de la varicela, y otros.

Vacunas combinadas

A pesar de largas décadas de investigacién en el campo de las vacunas, las enfermedades
infecciosas siguen siendo una amenaza para los humanos. Las vacunas combinadas que protegen
contra varias enfermedades son muy deseables, dado que reducen el nimero de inyecciones
administradas, reducen los costos de administracion y produccion y también mejoran el

cumplimiento de los pacientes. Tales vacunas combinadas generalmente son mejor aceptadas.

Sin embargo, el fenémeno bien documentado de la competencia antigénica ha complicado e
impedido el desarrollo de las vacunas multivalentes. Este fenomeno se refiere a la observacion de
que la administracion de multiples antigenos juntos a menudo da como resultado una respuesta
disminuida hacia ciertos antigenos en relacion con la respuesta inmune hacia estos antigenos

cuando son administrados de forma separada.

La investigacién temprana se ha enfocado en el desarrollo de las vacunas con multiples valencias

dirigidas contra diferentes enfermedades e infecciones. Una de tales combinaciones que es bien \\A



conocida comprende antigenos de difteria (D), tétanos (T) y células completas de pertussis o tos

ferina (wP) para dar una vacuna DTwP.

Es deseable agregar otros antigenos a tal vacuna combinada que pueda entregar proteccion contra
enfermedades causadas por virus de la hepatitis (Hep), Haemophilus influenzae (Hib) y
polovirus (VPI). También es deseable tener antigenos que proporcionen proteccién contra otras

enfermedades agregados a las vacunas combinadas mencionadas mas arriba.

Quintanrix, producida por GlaxoSmithKline Biologicals es una vacuna combinada que
comprende antigenos DTwP, Hib y Hep B, y comprende thiomersal como conservante. Esta
vacuna fue retirada antes de ser comercializada. Zilbrix™, producida por GlaxoSmithKline
Biologicals contiene DTwP y Hep B. Zilbrix Hib™, producida por GlaxoSmithKline Biologicals
contiene DTwP y Hep B y Hib, en donde el Hib se comercializa en una ampolla separada, que no

contiene los otros componentes antigénicos.

La solicitud PCT W02002005846 de Green Cross Vaccine proporciona una vacuna combinada
tetravalente que incluye toxoide diftérico, toxoide tetanico, células completas de pertussis (tos
ferina) y antigeno de superficie de hepatitis B. Dicha invencion se relaciona con una preparacion
de vacuna que combina Hep B con DTwP, pero no se refiere a la inclusién de otros antigenos

tales como Hib o VPI.

La Solicitud PCT W02008028957 de GlaxoSmithKline Biologicals se relaciona con un proceso
para hacer una vacuna que comprende una dosis de VPI. Sin embargo, no divulga la preparacion
de una vacuna completamente liquida que comprende antigenos D, T, wP, VPI, Hib y Hep juntos
en una misma ampolla, en forma completamente liquida, en donde el Hib no esta sustancialmente

adsorbido en ningin adyuvante.

La Patente de los Estados Unidos N° 6.013.264 de SmithKline Beecham Biologicals se relaciona
con una vacuna multivalente que comprende HBsAg. Dicha invencién se relaciona con una
vacuna combinada en la que el HBsAg se adsorbe sobre fosfato de aluminio. Sin embargo, no
existe una divuigacidn especifica de una vacuna combinada que comprenda DTwP-VPI junto con

otros antigenos tales como Hib y Hep en una forma completamente liquida.

La Solicitud PCT WO01998000167A1 de Connaught Lab proporciona una composicion
inmunogénica multivalente para conferir proteccion en un huésped contra enfermedades causadas
por Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, poliovirus y/o

Haemophilus influenzae. El componente Hib b de 1a vacuna, de acuerdo a la especificacion, es un \S



componente liofilizado que tiene que ser reconstituido antes de ser mezclado con los otros
componentes de la vacuna. Asi, no existe una divulgacion en la especificacion relacionada con

una vacuna combinada completamente liquida que comprenda todos los antigenos mencionados.

La liofilizacion, también llamada secado por congelamiento, es un proceso intensivo en costo que
también causa mucho estrés en las proteinas. Cuando se liofiliza cualquier componente de la
vacuna, en el momento de la administracién de la vacuna se requiere mezclar el liofilizado con
otro liquido o con el componente liquido de la vacuna combinada. Esto representa una restriccion
suplementaria para el profesional y presenta un riesgo de ser llevado a cabo de mala manera. Se
propone entonces tener una jeringa con multiples compartimientos que contendria el componente
liofilizado en un compartimiento y el componente liquido de la vacuna en el otro. Sin embargo,
tal jeringa cuyo contenido puede ser mezclado en el momento de la administracién de la vacuna
no tiene un comportamiento satisfactorio en el nivel de reducir los costos de produccion, asi

como en el nivel de las operaciones que tienen que ser llevadas a cabo por el profesional.

Por ende, es deseable evitar este paso de liofilizacion y proporcionar una vacuna combinada que
tenga todos los componentes juntos en una forma completamente liquida. Esto facilitaria la
administracion de la vacuna, haciendo que el paciente cumpla y también reduciendo los costos de
produccidn. Por lo tanto, es deseable tener el antigeno Hib ya agregado al componente liquido de

la vacuna y asi tener una vacuna multivalente completamente liquida.

La Solicitud PCT W02004110480 de Glaxo SmithKline Biologicals se relaciona con una vacuna
que comprende el polisacirido Hib b. La solicitud declara que la mezcla simple de los
componentes de una vacuna combinada es complicada por el hecho de que no todos los antigenos
pueden mezclarse efectivamente entre si. Declara también que hay interferencia entre el
hidroxido de aluminio de la vacuna DTP y el PRP. La invencién en el documento
W02004110480 esta dirigida a minimizar esta interferencia en tal vacuna combinada preparada
extemporianeamente cuando el PRP es preadsorbido sobre fosfato de aluminio. La invencién
proporciona adicionalmente composiciones inmunogénicas, vacunas y vacunas combinadas que
comprenden PRP que esta protegido en algun grado de la interferencia inmune. Los inventores
encontraron que lo anterior puede lograrse incorporando un excipiente polimérico aniénico en la
vacuna que comprende PRP.

Sin embargo, el uso del polimero polianidnico en la formulacidn de la vacuna puede no ser
deseable, debido a que podria aumentar el costo de formular la vacuna. Ademads, dado que una
vacuna esta finalmente concebida para ser usada en humanos, deberia tener idealmente la menos
cantidad posible de componentes. El uso de ingredientes adicionales significa la adicién de

sustancias a la formulacidén contra las que el cuerpo podria reaccionar y producir anticuerpos. Tal ‘\0



respuesta del cuerpo cuando se pone en contacto con tales componentes de la preparacion

inmunolégica podria ser indeseable.

La Patente de los Estados Unidos N°® 6.333.036 de Pasteur Merieux Serums se relaciona con
composiciones de vacunas que comprenden polisacarido capsular de Haemophilus influenzae de
tipo b o poli-ribosil-ribitol fosfato (PRP) de alto peso molecular acoplado con anatoxina tetanica,
asi como un adyuvante en base a aluminio. Los adyuvantes basados en aluminio usados en la
invencién tienen un punto de carga cero menor que aproximadamente 7,2. La patente, sin
embargo, no divulga particularmente la preparacion de una vacuna combinada que comprenda

DTwP-VPI junto con otros antigenos tales como Hib y Hep en una forma completamente liquida.

Aunque la investigacion sigue en camino para hacer una vacuna multivalente que comprenda
varios antigenos que entregarian proteccion contra un nimero de enfermedades, no se ha dirigido
a la necesidad de proporcionar una vacuna combinada estable que comprenda DTwP y antigenos
de VPI junto con otros antigenos tales como Hib y Hep en una formulacién completamente
Hquida. Existen reportes contradictorios con respecto a las respuestas de anticuerpos contra
antigenos particulares en nifios inmunizados por administracién separada y coadministracion de
las vacunas combinadas y la vacuna Hib. Puede haber varias razones para tales resultados,
incluyendo que las vacunas no sean idénticas en su contenido antigénico, en el método de

toxoidizacién, en los adyuvantes o en el conservante utilizado.

Las vacunas combinadas conocidas y disponibles actualmente pueden no contener formulaciones
apropiadas de antigenos apropiados en formas inmunogénicas apropiadas para lograr los niveles
deseados de eficacia e inmunogenicidad en la poblacion humana susceptible, para un namero de
enfermedades en una Unica inyeccion. Existe la necesidad de una vacuna multicomponente que
entregue proteccion contra varias infecciones y esté en forma liquida de manera de ser facilmente
administrable y confortable, de forma costo-efectiva. Seria deseable proporcionar una vacuna
multivalente estable y eficaz contra enfermedades causadas por la infeccion por Corynebacterium
diphtheriae, Clostridium tetani, Bordetella pertussis, poliovirus, virus de la hepatitis y
Haemophilus influenzae. Para que dicha vacuna seca efectiva, debe cumplirse el criterio de
seroproteccidn para cada uno de los antigenos de la vacuna. Por esto, existe la necesidad de
superar los impedimentos y desafios impuestos por la competencia e interferencia antigénica. La
presente invencion supera las limitaciones del arte previo y soluciona los problemas relacionados
al proporcionar una formulacion de vacuna combinada completamente liquida que protege contra

una pluralidad de enfermedades.

|"X



RESUMEN DE LA INVENCION .

La presente invencién se relaciona con una vacuna combinada estable y completamente liquida
que comprende antigeno diftérico (D), tetanico (T), pertasico de células completas (wP) y VPI, y
opcionalmente uno 0 mas antigenos seleccionados a partir del grupo consistente en Haemophilus
influenzae (Hib) y hepatitis (Hep), de manera que la administracién de la vacuna pueda inmunizar
simultaneamente a un sujeto contra mas de un patdgeno. La invencién en particular se relaciona
con una vacuna combinada completamente liquida y estable que comprende los antigenos

indicados mads arriba y con los métodos para fabricar dicha vacuna.

La presente invencién esta dirigida adicionalmente hacia una vacuna combinada que comprende
una pluralidad de componentes de vacuna que son adecuados para la prevencion, mejora y
tratamiento de multiples estados de enfermedad, que cumple con el criterio para la seroproteccion

para cada uno de dichos componentes de vacuna.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion esta dirigida hacia una vacuna combinada estable y completamente liquida
que comprende una pluralidad de componentes de vacuna que son adecuados para la prevencion,
mejora y tratamiento de multiples estados de enfermedad, que cumple con el criterio para ia

seroproteccion para cada uno de dichos componentes de vacuna.

Las ventajas de la presente invencion incluyen una vacuna multivalente que puede conferir
proteccion contra un amplio rango de enfermedades e infecciones de manera segura y eficaz. La
vacuna de la invencion proporciona inmunogenicidad contra varias enfermedades e infecciones
sin ninguna interferencia de cualquiera de los antigenos que estan presentes en la vacuna. Asi,
una unica inyeccién conferiria inmunogenicidad contra varias enfermedades e infecciones,
haciendo que los pacientes cumplan mas con la vacunacién. Dado que una sola inyeccidn
conferiria inmunidad contra un nimero de infecciones y enfermedades, se reduciria el costo de
vacunacion. La vacuna de la presente invencion seria beneficiosa en el sentido de que reduciria el
numero de visitas al centro de vacunacién y también el nimero de inyecciones que deben
administrarse para cierto nimero de diferentes enfermedades ¢ infecciones. Este aspecto de la
invencién la haria mas 1til y ventajosa especialmente con la poblacién més joven que necesita ser
vacunada para conferirle inmunidad contra un gran numero de infecciones y enfermedades. Asi,

la presente invencioén proporciona una vacuna que es mas aceptable.

Definiciones
El término “completamente liquido”, como se usa en este documento para describir la vacuna de

la invencidn, se refiere al estado de la vacuna en donde todos los componentes de la vacuna estan I%



en estado liquido y no hay componentes de la vacuna que se proporcionen en forma liofilizada o
en cualquier otra forma de manera que tengan que ser mezclados con los otros componentes de fa
vacuna antes de ser administrada a un sujeto.

El término “proteina portadora”, cuando se usa en este documento, describe el componente
proteico con el cual se conjuga el polisacarido capsular (Hib) usado en la vacuna de manera de

convertir el polisacarido independiente de células T en un antigeno dependiente de células T.

El término “adyuvante”, cuando se usa en este documento, describe el componente no antigénico
de la vacuna que mejora la respuesta inmune de los antigenos de la vacuna facilitando el contacto
entre el antigeno y el sistema inmune influenciando el tipo y calidad de la respuesta inmune
generada contra un antigeno. El adyuvante causa respuestas inmunes prolongadas contra los
antigenos y también puede servir para disminuir la toxicidad de ciertos antigenos o proporcionar

solubilidad a ciertos antigenos.

El término “estable” cuando se usa en este documento para describir la vacuna de la invencion,
significa que cada uno de los antigenos de la composicion de la vacuna tiene una
potencia/inmunogenicidad mayor que la fijada como limite normal de aceptacion, después de la
incubacion de la vacuna a 5+3°C durante al menos | mes, preferiblemente 12 meses, y mis

preferiblemente 24 meses.

El término “sustancialmente” usado en este documento para describir la cantidad de adsorcién o
acoplamiento del Hib sobre cualquier adyuvante, en la expresidn “el Hib no esta sustancialmente
adsorbido sobre ninglin adyuvante”, significa que la adsorcién de Hib sobre cualquier adyuvante
es menos de un 15%, y preferiblemente menos de un 10%. El antigeno Hib no se somete a ningtin
paso de manera de adsorberlo intencionalmente sobre cualquier adyuvante; la cantidad de
adsorcion que pueda ocurrir puede deberse al contacto entre el antigeno y el adyuvante y no es
deliberada.

El término “de alrededor de” usado en este documento para describir la cantidad de cualquiera de
los componentes presentes en la vacuna de la invencidn, significa una cantidad de dicho
componente de la vacuna que estd presente en cantidades de preferiblemente +20%, més
preferiblemente +10%, y ante todo preferiblemente +5% de la cantidad declarada para dicho

componente particular.

El término “alrededor de” cuando se usa en este documento para describir el tiempo de agitacion
de los componentes de la mezcla durante el proceso de preparacién de la vacuna de la invencidn,
es preferiblemente £20%, mas preferiblemente £10% y ante todo preferiblemente +5% del valor
declarado. \



El término “inmunolégicamente activo” usado en este documento en referencia a la vacuna
combinada de la invencidn significa que la vacuna, cuando se administra al sujeto, es capaz de
provocar la produccion de anticuerpos contra cada uno de los antigenos de dicha combinacién, de

manera de proteger al sujeto vacunado contra las respectivas enfermedades o infecciones.

El término “acoplamiento o adsorcion’” usado en este documento en referencia a los antigenos de
la vacuna combinada, se refieren a cualquier forma de unién fisica entre el antigeno y el

adyuvante.

La vacuna de la invencién

La presente invencidn proporciona una vacuna combinada estable y completamente liquida que
comprende antigeno diftérico (D), tetdnico (T), pertusico de células completas (WP) y anti-
poliovirus (VPI), y opcionalmente uno o mas antigenos seleccionados a partir del grupo

consistente en Haemophilus influenzae (Hib) y hepatitis (Hep).

Un aspecto de la invencién proporciona una composicién de vacuna combinada en la que todos

los componentes de la vacuna estin presentes en conjunto en forma liquida en una unica ampolla.

Un aspecto adicional de la invencién se relaciona con una vacuna pentavalente estable

completamente liquida que comprende antigenos DTwP, Hib y VPL

Otro aspecto de la invencion proporciona una vacuna hexavalente estable completamente liquida

que comprende antigenos DTwP, Hib, Hep y VPL

La invencion también considera que los antigenos diftérico (D) y tetanico (T) estén adsorbidos en

fosfato de aluminio.

De acuerdo a un aspecto de la invencion, las cepas de VPI son una o mas cepas Salk, que pueden
ser seleccionadas a partir del grupo consistente en las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y
Saukett de tipo 3, o una o mas cepas Sabin seleccionadas a partir del grupo consistente en las

cepas Sabin de tipo 1 y 2.

De acuerdo a un aspecto adicional de la invencién, el antigeno Hib es conjugado con una proteina
portadora seleccionada a partir de un grupo que comprende el toxoide tetanico (TT), el toxoide
diftérico (TD), CRM 197 y la proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis, o

cualquier equivalente de los mismos, o cualquier otro portador conocido.

De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, el antigeno Hib no estd sustancialmente adsorbido

sobre ninglin adyuvante. ’]/o
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De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, el antigeno Hib en la vacuna de la invencién es

derivado del polisacarido capsular de la cepa Hib b.

Un aspecto de la invencidn considera que el antigeno Hep esté absorbido sobre fosfato de

aluminio.

Un aspecto adicional de la invencion se relaciona con que el antigeno Hep sea derivado del
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg); es decir, el antigeno de superficie de la cepa

Hep B.

Otro aspecto de la invencion considera que la vacuna de la invencién comprenda 2-fenoxietanol

como conservante en la formulacion.

De acuerdo a otro aspecto de la invencién, la vacuna comprende antigenos D, T, wP, Hib b y Hep
B para entregar una vacuna pentavalente, y se usa 2-fenoxietanol como conservante en la

formulacién, siempre que la vacuna no comprenda antigenos VPI.

Ademés, otro aspecto de la invencién se relaciona con el proceso de fabricacion de las vacunas

combinadas de la invencion.

Otro aspecto adicional de la invencién se relaciona con la composicién de las vacunas
combinadas de la invencidén de manera que cada uno de los antigenos esté presente en una

cantidad en la vacuna tal que provoque una respuesta inmune contra dicho antigeno.
Antigenos de la vacuna de la invencién

La difteria es causada por Corynebacterium diphtheriae, una bacteria aerébica Gram-positiva no
esporulante. Este organismo expresa una exotoxina ribosilante de ADP codificada por un profago
(“toxina diftérica”), que puede ser tratada (por ejemplo, usando formaldehido) para producir un
toxoide. Este toxoide no sigue siendo téxico, pero aun es antigénico y es capaz de estimular la
produccién de anticuerpos especificos anti-toxina después de ser inyectado. La prepardcion de
antigeno diftérico usada en la vacuna de la invencién preferiblemente comprende toxoide

diftérico.

El tétanos es causado por Clostridium tetani, un bacilo Gram-positivo esporulante. Este
organismo expresa una endopeptidasa (“toxina tetanica™) que puede ser tratada para producir un
toxoide que no sigue siendo téxico. Sin embargo, aun sigue siendo antigénico y es capaz de
estimular la produccién de anticuerpos especificos anti-toxina después de ser inyectado. La
preparacion de antigeno tetinico usada en la vacuna de la invencién preferiblemente comprende

toxoide tetanico.
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La tos ferina o coqueluche es causada por Bordetella pertussis. El antigeno de la tos ferina de
células completas (wWP) de la invencion puede prepararse a partir de cepas de Bordetella pertussis
que son capaces de provocar infeccién. El antigeno wP de la invencién puede ser inactivado
mediante un nimero de maneras, tal como el uso de un producto quimico. Sin embargo, la B.
pertussis inactivada (wP) usada en la composicion de vacuna de la invencion se inactiva
preferiblemente mediante calor a 56 £1°C por 30 minutos. La preparacion de antigeno wP usado
en la vacuna de la invencion estd hecho preferiblemente de Bordetella pertussis 134, 509 y
10536. Los cultivos simples de las cepas 10536, 509 y 134 se mezclan preferiblemente en una

razon de 1:1:1 en base a su opacidad.

El Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram-negativo que causa infecciones invasivas
transmisibles por via sanguinea y meningitis. De acuerdo a una implementacién de la invencion,
el antigeno Hib, que se deriva del polisacérido capsular, puede ser conjugado o acoplado con
proteinas portadoras. Las proteinas portadoras usadas para la conjugacién del antigeno Hib
pueden ser seleccionadas a partir del grupo que comprende toxoide tetanico (TT), toxoide
diftérico (TD), CRM 197 y proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis o cualquier
equivalente de los mismos. Otras proteinas portadoras apropiadas incluyen péptidos sintéticos,
proteinas de shock térmico, proteinas de tos ferina, citocinas, linfocinas, hormonas, factores de
crecimiento, proteinas artificiales que comprenden epitopos multiples de células T CD4+
humanas de varios antigenos derivados de patdgenos, tales como N19, proteina D de A
influenzae, proteina de superficie neumocdcica PspA, neumolisina, proteinas de captacion de
hierro, toxina A o B de C. difficile y proteinas de S. agalactiae, pero no estan limitadas a las
mismas. La preparacién de antigeno Hib usada en la vacuna de la invencién comprende antigeno

Hib preferiblemente conjugado o acoplado con toxoide tetanico.

El conjugado de polisacarido puede prepararse mediante cualquier técnica de acoplamiento
conocida. Por ejemplo, el polisacarido puede acoplarse a través de un enltace tioéter. Este método
de conjugacién se basa en la activacion del polisacarido con tetrafluoroborato de 1-ciano-4-
dimetilamino-piridinio (CDAP) para formar un éster de cianato. Asi, el polisacarido activado
puede ser acoplado directamente o a través de un grupo espaciador a un grupo amino de la
proteina portadora. Los conjugados también pueden prepararse mediante métodos de aminacién
reductiva directa. Otro método involucra el acoplamiento directo de un polisacarido activado con
bromuro de cianégeno (CNBr) y derivatizado con hidrazida de acido adipico (ADH), con la
proteina portadora mediante condensacion con carbodiimida. Cualquier otro método conocido

puede ser utilizado para preparar el polisacdrido conjugado usado en la vacuna de la invencion.

De acuerdo a una implementacién de la invencién, el antigeno Hib no estd sustancialmente

adsorbido sobre ningiin adyuvante; preferiblemente, el grado de adsorcién del antigeno Hib sobre

1V
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un adyuvante no es mayor a un 15%; mas preferiblemente, el grado de adsorcién del antigeno

Hib sobre un adyuvante no es mayor a un 10%.

De acuerdo a otra implementacion de la invencidn, el antigeno Hib no se somete deliberada o

intencionalmente a adsorcién sobre ningin adyuvante.

De acuerdo a otra implementacion preferida de la invencidn, el antigeno Hib es derivado del

polisacarido capsular de la cepa Hib b.

La hepatitis es causada por varias cepas de hepatitis, tales como la A, B, C, D, E, F o G. El virus
de la hepatitis B (VHB) es uno de los agentes mas importantes que causan hepatitis viral. El
virion VHB consiste en un nicleo interno rodeado por una cubierta externa de proteinas o
capside. El componente principal de la capside es una proteina conocida como antigeno de
superficie de VHB o, mds cominmente, “HBsAg” [N.d.T., del inglés, Hepatitis B surface
antigen]. Cuando se administra el antigeno en una vacuna, éste estimula la produccién de
anticuerpos anti-HBsAg, los cuales protegen contra la infeccion por VHB. De acuerdo a un
aspecto preferido de la invencién, la preparacion de antigeno de la hepatitis (Hep) usado en la
vacuna de la invencion comprende antigenos Hep derivados del antigeno de superficie de la cepa

de la hepatitis B (HBsAg).

Para la fabricacién de vacunas, el HBsAg puede fabricarse ya sea por purificacién del antigeno
en forma particulada a partir del plasma de portadores crénicos de hepatitis B, dado que se
sintetiza grandes cantidades de HBsAg en el higado que se liberan en el torrente sanguineo
durante una infeccién por VHB, o expresando la proteina mediante métodos de ADN
recombinante. El HBsAg para ser usado en la vacuna de la invencién puede ser preparado de

cualquiera de las dos maneras.

La poliomielitis es causada por los virus de la polio. La vacuna de la invencidn puede
comprender cepas Sabin (Sabin 1 y/o Sabin 2) o cepas Salk de poliovirus. De acuerdo a una
implementacion preferida de la invencién, la vacuna de la invencién comprende cepas Salk.
Existen 3 tipos de cepas Salk que pueden causar poliomielitis. Los tres tipos son similares y
causan sintomas idénticos, pero son antigénicamente muy diferentes y la infeccién por un tipo no
protege contra la infeccion por otros. Los poliovirus Salk incluyen 3 cepas — poliovirus de Tipo 1
(por gjemplo, la cepa Mahoney), poliovirus de Tipo 2 (por ejemplo, la cepa MEF-I) y poliovirus
de Tipo 3 (por ejemplo, la cepa Saukett). De acuerdo a una implementacion preferida de la

invencion, la vacuna de la invencion puede comprender una o més de dichas cepas Salk.

Los poliovirus pueden hacerse crecer en cultivo celular. La linea celular Vero, que es una linea
celular continua derivada de rifion de mono, puede usarse para hacer crecer los poliovirus.

Después del crecimiento, los viriones pueden ser purificados usando técnicas ya conocidas. Los ,L’B
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virus pueden ser inactivados. Las cantidades de poliovirus se expresan tipicamente en la unidad
DU (la “unidad de antigeno-D™). La preparacion de antigeno VPI usada en la manufactura de la
vacuna de la invencion se prepara preferiblemente de manera de comprender una 0 mas cepas que
se usan en la manufactura de la vacuna. Esta preparacion en masa se usa a continuacion para

formular la vacuna de la invencion.
Componentes no antigénicos de la vacuna

Junto con los componentes antigénicos, la vacuna puede comprender un nimero de componentes
no antigénicos que son excipientes farmacéuticamente aceptables. Estos incluyen modificadores
de pH, amortiguadores, adyuvantes, conservantes, portadores y agentes modificadores de la

tonicidad, pero no estan restringidos a ellos.
Adyuvantes

Los antigenos de la formulacién final pueden o no estar adsorbidos sobre un adyuvante. Un
adyuvante funciona estimulando la produccién de inmunidad contra los ingredientes de la

vacuna, haciendo la vacuna mas efectiva.

Los adyuvantes pueden servir para:

¢ Poner el antigeno en contacto con el sistema inmune e influenciar el tipo de inmunidad

producida, asi como la calidad de la respuesta inmune (magnitud o duracion);
o Disminuir la toxicidad de ciertos antigenos; y
¢ Proporcionar solubilidad a algunos componentes de la vacuna.

Los estudios han mostrado que muchas vacunas que contienen aluminio provocan respuestas de
anticuerpos mas altas y mds prolongadas que las vacunas comparables sin el adyuvante. El
beneficio de los adyuvantes se ha observado usualmente durante la serie inicial de

inmunizaciones, en lugar de en las dosis de reforzamiento.

Los adyuvantes basados en aluminio son los adyuvantes mas comunmente usados. Estos
adyuvantes también han sido aprobados por la FDA para su uso en vacunas. Existen tres tipos

generales de adyuvantes que contienen aluminio:
» Hidréxido de aluminio
* Fosfato de aluminio

¢ Sulfato de potasio y aluminio {frecuentemente Illamado “alumbre™)

A
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Una implementacién de la invencidn se relaciona con que ciertos antigenos de la vacuna estén
adsorbidos sobre fosfato de aluminio y ciertos antigenos de la vacuna estén adsorbidos sobre
hidréxido de aluminio. Ciertos antigenos de la invencion pueden no estar adsorbidos o
sustancialmente adsorbidos sobre ningin adyuvante. La preferencia del adyuvante para la
adsorcién de dichos antigenos entrega a la vacuna de la invencion sus caracteristicas. La
preferencia de adsorcién se describe con mayor detalle en la seccién sobre el “Proceso para

fabricar la vacuna de la invencidon”, mas adelante.
Conservantes

Las vacunas son propensas a contaminarse con bacterias. Asi, para evitar la contaminacién con
microorganismos dafiinos potencialmente peligrosa para la vida que puede ser introducida en una
vacuna y ser incorporada durante el evento de contaminacion accidental, puede incluirse un
conservante en la composicion de la vacuna cuando se la formula. Los conservantes que se han

usado incluyen cloruro de bencetonio (Phemerol), thiomersal, fenol y 2-fenoxietanol (2-POE).

El thiomersal o timerosal es un compuesto organico que contiene mercurio (un organomercurico)
que se ha usado en muchas vacunas como conservante. Ha habido reportes relacionados con
ciertas reacciones alérgicas del thiomersal, primariamente en la forma de reacciones de
hipersensibilidad local de tipo retardado, incluyendo enrojecimiento e hinchazoén en el sitio de la

inyeccion. También existen reportes contradictorios que vinculan el autismo con el mercurio.

El 2-fenoxietanol (2-POE) también se conoce como “1-hidroxi-2-fenoxietano”, “2-hidroxietil
fenil éter”, “etilenglicol fenil éter”, etc. El perfil de seguridad del 2-fenoxietanol es mejor que el
de conservantes mercuriales (por ejemplo, thiomersal). Por ende, existe 1a necesidad de evitar el

uso de thiomersal y usar 2-fenoxietanol en las vacunas.

Asi, otra implementacién preferida de la invencion se relaciona con el uso de 2-fenoxietanol
como conservante en la composicién de la vacuna. De acuerdo a otra implementacion preferida

de la invencién, la concentracién de 2-fenoxietanol es de 5 mg/ml de vacuna.
Agentes modificadores de la tonicidad

Para controlar la tonicidad de la composicién de vacuna, se prefiere incluir un agente modificador
de tonicidad en la formulacién de la vacuna. Estos agentes incluyen sales (ejemplos: NaCl,
MgCl,, KCl, CaCly), azicares (ejemplos: dextrosa, manitol, lactosa), aminoacidos (ejemplos:
arginina, glicina, histidina) y polioles (ejemplos: sacarosa, glicerol, sorbitol), pero no estin
limitados a los mismos. En una implementacién més preferida, se usa una sal fisioldgica, tal
como una sal de sodio, en la formulacion de la vacuna. Ante todo, es preferible incluir cloruro de

15

sodio (NaCl) en la composicion de la vacuna de la invencién.
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Modificadores de pH y/o amortiguadores

Puede usarse varios modificadores de pH conocidos por personas versadas en el arte para ajustar
el pH de la composicién de vacuna como se desee, tal como hidroxido de sodio o 4cido
clorhidrico. Puede usarse varios amortiguadores, tales como fosfato de sodio, fosfato de potasio y

amortiguadores de citrato, en la formulacién de la vacuna.
Composicion de la vacuna de la invencion

La composicién de la vacuna de la invencidn es tal que la vacuna de la invencién se vuelve
inmunogénica en virtud de las cantidades de cada uno de los antigenos contenidos en la vacuna.
Cada uno de los antigenos en la vacuna de la invencién se encuentra preferiblemente en
cantidades que, cuando la vacuna combinada se administra a un sujeto, provoca una respuesta
immune en el sujeto contra dichos antigenos de la composicion. La vacuna combinada de la
invencion comprende antigeno diftérico (D), tetanico (T), pertisico de células completas (wP) y
anti-polio (VPI), y opcionalmente otros antigenos seleccionados a partir del grupo consistente en

Haemophilus influenzae (Hib) y hepatitis (Hep).

De acuerdo a una implementacién de la invencién, la vacuna comprende D, T, wP, Hib b y VPI
(Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y Saukett de tipo 3), en donde D esté presente en una
cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T esta presente en una cantidad de alrededor de 1 - 25 Lf, wP
esta presente en una cantidad de alrededor de | — 30 IOU por cada 0,5 ml e Hib b esté presente en
una cantidad de alrededor de 1 — 20 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de
tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan presentes en una cantidad de alrededorde 1 - 50 DU, 1-15DU y
1 — 50 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml, para formar una vacuna pentavalente que debe ser

estable, inmunogénica y en forma de una formulacion completamente liguida.

De acuerdo a una implementacion preferida de la invencidn, la vacuna pentavalente de la
invencion comprende D, T, wP, Hib b y VPI, en donde D esta presente en una cantidad de
alrededor de 20 Lf, T estd presente en una cantidad de alrededor de 7,5 Lf, wP esta presente en
una cantidad de alrededor de 16 IOU por cada 0,5 ml e Hib b esta presente en una cantidad de
alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de
tipo 3 estén presentes en una cantidad de alrededor de 40 DU, 8 DU y 32 DU, respectivamente,
por cada 0,5 ml. Tal vacuna se formula para dar una vacuna combinada completamente liquida,

estable € inmunogénica cuando se administra a un sujeto.

De acuerdo a otra implementacion de la invencion, la vacuna hexavalente comprende D, T, wP,
Hib b, Hep B y VPI {Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y Saukett de tipo 3), en donde D est4

presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T est4 presente en una cantidad de alrededor

1/0
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de 1 - 25 Lf, wP esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 30 IOU por cada 0,5 ml, Hib b
esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 20 pg y Hep B esta presente en una cantidad de
alrededor de 1 — 20 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett
de tipo 3 estan presentes en una cantidad de alrededor de 1 — 50 DU, 1 - 15 DU y 1 — 50 DU,
respectivamente, por cada 0,5 ml, para formar una vacuna combinada estable y completamente

liquida pentavalente que debe ser inmunogénica cuando se administra a un sujeto.

De acuerdo a otra implementacion preferida de la invencion, la vacuna hexavalente de la
invencion comprende D, T, wP, Hib b, Hep B y VPI, en donde D esta presente en una cantidad de
alrededor de 20 Lf, T esta presente en una cantidad de alrededor de 7,5 Lf, wP esta presente en
una cantidad de alrededor de 16 10U por cada 0,5 ml, Hib b esta presente en una cantidad de
alrededor de 10 pg y Hep B esta presente en una cantidad de alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml,
y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan presentes en una cantidad
de alrededor de 40 DU, 8 DU y 32 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml. Tal vacuna deberia ser
una vacuna estable capaz de provocar una respuesta inmune protectora contra todos los antigenos

de la composicion, cuando es administrada a un sujeto.

Otro aspecto adicional de la invencidn se relaciona con una vacuna pentavalente que comprende
DTwP, Hib b y Hep B, en donde D est4 presente en una cantidad de alrededor de 1 —40 Lf, T
esta presente en una cantidad de alrededor de 1—25 Lf, wP estd presente en una cantidad de
airededor de 1 — 30 IOU, Hib b est4 presente en una cantidad de alrededor de 2 — 20 ug y Hep B
estd presente en una cantidad de alrededor de 1 — 20 ug por caﬂa 0,5 ml, para dar una vacuna

combinada completamente liquida, estable e inmunogénica.

De acuerdo a un aspecto preferido de la invencion, la vacuna pentavalente comprende DTwP,
Hib b y Hep B, en donde D estd presente en una cantidad de alrededor de 20 Lf, T esta presente
en una cantidad de alrededor de 7,5 Lf, wP esta presente en una cantidad de alrededor de 16 IOU,
Hib b esta presente en una cantidad de alrededor de 10 ng y Hep B esta presente en una cantidad
de alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml. Tal vacuna es estable y se presenta en forma de una
formulacion completamente liquida. Tal vacuna deberia ser una vacuna estable capaz de provocar
una respuesta inmune protectora contra todos los antigenos de la composicién, cuando es

administrada a un sujeto.

La invencion se relaciona adicionalmente con un método para inducir una respuesta
inmunolégica contra cualquiera de los antigenos seleccionados entre D, T, P, Hib, Hep o VPI,

que comprende administrar una cantidad inmunol6gicamente activa de la vacuna de la invencidn.

?/?ﬁ
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De acuerdo a otro aspecto de la invencion, el contenido de aluminio (AI’") en la vacuna de la
invencion no puede ser mas de, preferiblemente, 2 mg por cada 0,5 ml, mas preferiblemente 1 mg

por cada 0,5 ml y ante todo preferiblemente 0,6 mg por cada 0,5 ml.

De acuerdo a otro aspecto de la invencion, la cantidad preferida de 2-fenoxietanol en la vacuna

combinada de la invencién puede ser de 5 mg/ml.
Proceso para fabricar la vacuna de la invencion

Uno de los aspectos de la invencion se relaciona con el proceso para fabricar la vacuna de la
invencioén. La inmunogenicidad, la estabilidad y el mantenimiento de la forma correcta de los
antigenos en la composicion inmunogénica pueden depender de la forma en que se formula la
composicion. Esto puede incluir la secuencia de adiciéon de los antigenos, el uso de los
adyuvantes especificos para ciertos antigenos, el uso de varios parametros, incluyendo agitacion,

temperatura y pH.

Una de las implementaciones de la invencion se relaciona con el proceso de fabricacion de la
vacuna combinada completamente liquida que comprende antigeno diftérico (D), tetdnico (T),
pertusico de células completas (wP) y VPI, y opcionalmente uno o mas antigenos seleccionados a
partir del grupo consistente en Haemophilus influenzae (Hib) y hepatitis (Hep), que comprende

los pasos de:
a) preparar un componente I que comprende una mezcla de i) antigeno diftérico (D), ii)
antigeno tetanico (T) y iii) antigeno pertisico de células completas (wP),

b) opcionalmente, preparar un componente II que comprende Hep adsorbido sobre sales

de aluminio,

¢} opcionalmente, mezclar el componente 11 con el componente I para obtener una

mezcla,

d) agregar la mezcla anterior {como se obtiene en a) o en ¢)] al HIB, seguido de la adicién

de los antigenos VPI.

De acuerdo a una de las implementaciones preferidas de la invencidn, los antigenos diftérico (D)

y tetanico (T) estan adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

Otras implementaciones preferidas de Ja invencién se relacionan con la preparacion del

componente I, que comprende las siguientes etapas:
a) transferir un gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,

b) transferir una preparacién de antigeno tetanico al recipiente anterior, Z’
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c) transferir una preparacion de antigeno diftérico con agitacion hacia dicho recipiente,
d) transferir 2-fenoxietanol hacia dicho recipiente,

e) transferir una solucién de cloruro de sodio hacia dicho recipiente con agitacién

constante,

1) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,0-6,5,

g) transferir una preparacion de antigeno wP con agitacion hacia el mismo recipiente,
h) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

El proceso comprende adicionalmente la preparaciéon del componente Il que comprende los

siguientes pasos:
a) transferir un gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,

b} transferir una preparacién de antigeno de hepatitis con agitacién hacia el recipiente

anterior,
¢) transferir una solucién de cloruro de sodio con agitacién hacia el mismo recipiente,

d) transferir una preparacién de 2-fenoxietanol hacia el recipiente mencionado

anteriormente,
e) chequear el pH y ajustarlo para dejarlo en el rango entre 6,0-7,0.

El proceso involucra ademas la mezcla del componente 1 y el componente II, que comprende el

paso de transferir el contenido del componente II hacia el componente I para obtener una mezcla.

El proceso involucra adicionalmente la mezcla de la mezcla anterior con antigenos Hib y VPI,

que comprende los siguientes pasos:

a) transferir la mezcla anterior hacia la preparacién de antigeno Hib con agitacion para

obtener otra mezcla,
b} transferir la mezcla anterior al antigeno VPI, seguido por una solucién salina,
¢) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

Otra implementacion preferida de la invencién se relaciona con la adicion del componente I a los

antigenos Hib y VPI, que comprende los siguientes pasos:

a) transferir el Componente I hacia la preparacién de antigeno Hib con agitacién para

obtener una mezcla,

-Z?\
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b) transferir la mezcla anterior a la preparacion de antigeno VPI, seguido por una solucién

salina,
¢} chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

Otro aspecto preferido de la invencién se relaciona con la preparacion de la vacuna, que

comprende los siguientes pasos:

a) preparar un componente | que comprende una mezcla de 1) antigeno diftérico (D), i)

antigeno tetanico (T) v 1ii) antigeno pertisico de células completas (wP),

b) preparar un componente Il que comprende Hep adsorbido sobre sales de aluminio,
c) mezclar el componente Il con el componente I para obtener una mezcla,

d) agregar la mezcla anterior al antigeno Hib.

El proceso comprende adicionalmente la preparacion del componente I que comprende los

siguientes pasos:
a) transferir un gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,

b) transferir una preparacién de antigeno tetinico con agitacién hacia el recipiente

anterior,

c) transferir una preparacién de antigeno diftérico hacia dicho recipiente,

d) transferir 2-fenoxietanol hacia dicho recipiente,

e) transferir una solucion de cloruro de sodio hacia dicho recipiente con agitacidn,
f) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,0-6,5,

g) transferir una preparacion de antigeno wP hacia el mismo recipiente,

h) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

El proceso se relaciona adicionalmente con la preparacion del componente 11 que comprende los

siguientes pasos:
a) transferir un gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,
b) transferir una preparacién de antigeno de hepatitis al recipiente anterior,

c) transferir una solucién de cloruro de sodio hacia el mismo recipiente,

0
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d) transferir una preparacion de 2-fenoxietanol con agitacion hacia el recipiente

mencionado anteriormente,
e} chequear el pH y ajustarlo para dejarlo en el rango entre 6,0-7,0.

El proceso se relaciona ademas con la mezcla del componente I y el componente II, que
comprende el paso de transferir el contenido del componente II hacia el componente 1 para

obtener una mezcla.

Al proceso comprende ademas los siguientes pasos:
a) transferir la mezcla anterior hacia la preparacion de antigeno Hib,
b) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

De acuerdo a una implementacién preferida de la invencién, la agitacién mencionada en
cuzlquiera de los pasos anteriores se realiza a 150 rpm a 25 £ 2°C por entre alrededor de 30

minutos a 2 horas.

Los siguientes ejemplos se usan para ilustrar adicionalmente la presente invencién y las ventajas
de la misma. Los siguientes ejemplos especificos se entregan bajo el entendimiento de que estan

concebidos a modo ilustrativo sin servir de limitacion del alcance de la presente invencidn.

EJEMPLO 1
Este cjemplo entrega la composicion y el proceso de fabricacién de una vacuna hexavalente

como un aspecto de la invencion.

A} Composicién de la vacuna hexavalente segiin la invencién, como sigue:

Cada 0,5 ml de vacuna comprende lo siguiente:

Tabla 1:
COMPONENTES CANTIDAD
Toxoide diftérico (TD) 20Lf
Toxoide tetanico (TT) 7,5 Lf
Antigeno de B. pertussis 16 IOU
inactivado (wP)
Antigeno de Haemophilus 10 ug
influenzae (Hib) b (polisacarido
capsular)
Antigeno de superficie de 10 pg ,5\

hepatitis (Hep) B (HBsAg)
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Poliovirus inactivado (VPI)

Tipo 1 40 unidades D (DU)
Tipo 2 8 unidades D (DU)
Tipo 3 32 unidades D (DU)
Otros ingredientes:
Contenido de aluminio *¥*NMD 0,6 mg de
(como fosfato de aluminio) Al
2-fenoxietanol 2,5mg

*NMD: no mas de.

B] Proceso para fabricar la vacuna hexavalente segiin la invencién, como sigue:

Procedimiento para la formulacién del Componente I
Se transfiri6 el gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente, seguido por el antigeno
tetanico y el antigeno diftérico con agitacion, para obtener una mezcla. Luego se agregd
2-fenoxietanol a la mezcla anterior en dicho recipiente. Luego se agregé una solucion de
cloruro de sodio a lo anterior. Se chequed el pH de la mezcla y se ajusté para dejarlo en el
rango entre 6,0-6,5. Luego se transfirié el antigeno wP hacia el mismo recipiente. A
continuacion se chequeo el pH de la mezcla y se ajusté para dejarlo en el rango entre 6,5-
7.,5.

Procedimiento para la formulacién del Componente IT
Se transfiri6 el gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente, seguido por el antigeno de
la Hepatitis B. Luego se transfiridé la solucién de cloruro de sodio hacia el mismo
recipiente, seguida por 2-fenoxietanol. Se chequed el pH de la mezcla y se ajustd para

dejarlo en el rango entre 6,0-7,0.

Mezcla del Componente I con ¢l Componente 11
Este paso se llevd a cabo transfiriendo el contenido del componente II hacia el

componente I para obtener una mezcla.
Adicion de Hib b y VPI en masa

Ademds, la mezcla anterior de los componentes I y II se combiné con la preparacién de
antigeno Hib b para obtener una mezcla. Esta se agregé adicionalmente al antigeno VPI

para obtener una mezcla y se le agrego solucion salina a la mezcla anterior para obtener q/

>
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una vacuna hexavalente, se chequed el pH y se 1o ajustd para dejarlo en el rango entre

6,5-7,5.

EJEMPLO 1T
Este ejemplo entrega la composicion y el proceso de fabricacién de una vacuna pentavalente

como un aspecto de la invencion.

A] Composicién de la vacuna pentavalente segin la invencién, como sigue:

Cada 0,5 ml de vacuna comprende lo siguiente:

Tabla 2:
COMPONENTES CANTIDAD
Toxoide diftérico (TD) 20 Lf
Toxoide tetanico (TT) 7,5 Lf

Antigeno de B. pertussis 16 10U

inactivado (wP)

Antigeno de Haemophilus | 10 pg
influenzae (Hib) b

(polisacarido capsular)

Poliovirus inactivado

(VPI)
Tipo 1 40 unidades D
(DU)
Tipo 2 8 unidades D
(DU)
Tipo 3 32 unidades D
(DU)

Otros ingredientes:

Contenido de aluminio *NMD 0,6 mg

(como fosfato de de A"
aluminio)
2-fenoxietanol 2,5mg
*NMD: no mas de
B| Proceso para fabricar la vacuna pentavalente segin la invencién, como sigue: ,33

Procedimiento para la formulacién del Componente I



-23.

Se transfirid el gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente, seguido por el antigeno

tetdnico y el antigeno diftérico con agitacion, para obtener una mezcla. Luego se mezcld

2-fenoxietanol con la mezcla anterior en dicho recipiente. Luego se agregd una solucion

de cloruro de sodio a lo anterior. Se chequed el pH de la mezcla y se ajusto para dejarto

en el rango entre 6,0-6,5. Luego se transfirid el antigeno wP hacia el mismo recipiente. A

continuacion se chequed el pH de la mezcla y se ajustd para dejarlo en el rango entre 6,5-

7,5.

Adicion de Hib b y VPI en masa

El componente I se agregd al antigeno Hib b para obtener una mezcla, la cual luego se

mezel6 con la preparacion de antigeno VPI y solucion salina para obtener una vacuna

pentavalente. Se ajusto el pH de la mezcla y se lo dejé en el rango entre 6,5-7,5.

EJEMPLO 11

Este ejemplo entrega la composicién y el proceso de fabricacién de una vacuna pentavalente

como un aspecto de la invencién.

A] Composicién de la vacuna pentavalente segiin la invencién, como sigue:

Cada 0,5 ml de vacuna comprende lo siguiente:

Tabla 3:
COMPONENTES CANTIDAD
Toxoide diftérico (D) 20 Lf
Toxoide tetanico (T) 7,5 Lf
Antigeno de B. pertussis 16 IOU
inactivado (wP)
Antigeno de Haemophilus | 10 ug
influenzae (Hib) b
(polisacarido capsular)
Antigeno de superficiede | 10 pg
hepatitis (Hep) B
(HBsAg)
Otros ingredientes:
Contenido de aluminio *NMD 0,6 mg
(como fosfato de de AI*
aluminio)
2-fenoxietanol 2,5mg
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*NMD: no mas de.

B} Proceso para fabricar la vacuna pentavalente segiin la invencién, como sigue:
Procedimiento para la formulacion del Componente 1

Se transfirio el gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente, seguido por el antigeno tetanico y
el antigeno diftérico con agitacion, para obtener una mezcla. Luego se mezcld 2-fenoxietanol con
la mezcla anterior en dicho recipiente. Luego se agregd una solucién de clorure de sodio a lo
anterior. Se chequed el pH de la mezcla y se ajustd para dejarlo en el rango entre 6,0-6,5. Luego
se transfirio el antigeno wP hacia el mismo recipiente. A continuacién se chequed el pH de la

mezcla y se ajusto para dejarlo en el rango entre 6,5-7,5.

Procedimiento para la formulacién del Componente 11
Se transfirié el gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente, seguido por la preparacién
de antigeno Hep B. Luego se transfiri6 la solucion de cloruro de sodio hacia el mismo
recipiente, seguida por la preparacion de 2-fenoxietanol para obtener una mezcla. Se

ajusto el pH para dejarlo en el rango entre 6,0-7,0.

Mezcla del Componente I con el Componente IT
Este paso involucr6 la transferencia del contenido del componente II hacia el componente

I para obtener una mezcla.

Adicién de Hib b en masa

La mezcla anterior de los componentes 1 y II se combin6 luego con la preparaciéon de
antigeno Hib b para obtener una vacuna pentavalente. Se chequeé el pH de la mezcla

obtenida y se ajustd para dejarlo en el rango entre 6,5-7,5.

EJEMPLO IV

Este ejemplo entrega un informe de la prueba de potencia in vivo llevada a cabo para los
antigenos diftérico, tetanico, pertisico de células completas, Haemophilus influenzae (Hib)
de tipo b, hepatitis B y poliovirus inactivado, y los datos de estabilidad de la potencia para

los mismos.

A] Prueba de potencia in vive llevada a cabo para los antigenos diftérico, tetanico, pertisico
de células completas, Haemophilus influenzae (Hib) de tipo b, hepatitis B y poliovirus
inactivado

1. Toxoide Diftérico (}S
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Especie animal requerida : Conegjillo de Indias

Numero de animales requeridos para 1 lote : 116 (48 para la prueba, 48 de referencia y 20 para
la DLsp)

Ruta de administracion de la vacuna : Subcutinea

Volumen de inyeccioén : 1,0 mli

N° de dias de guarda de los animales : 28

La potencia del toxoide diftérico fue determinada en conejillos de Indias mediante el método de
desafio letal. En este método, se preparé tres diluciones para cada prueba y se prepard la vacuna
de referencia de manera que la dilucion media contenia la dosis DEsp que salva al menos a un
50% de los animales de prueba. Se inoculd dieciséis conejillos de Indias para cada dilucién de la
vacuna de prueba y de la vacuna de referencia y después de 28 dias se desafio a los animales de
prueba con toxina diftérica conteniendo 100 DLsy. Un grupo de veinte conejillos de Indias se
dejaron sin inmunizar para la titulacién de la toxina diftérica y este grupo de conejillos de Indias
fue inoculado con diferentes diluciones de toxina diftérica, 5 conejillos de Indias para cada
dilucion. La prueba se completd en 33 dias. Se realizo calculos adicionales usando PROBIT. La

muestra pasa la prueba de potencia diftérica si contiene > 30 UI/Dosis Humana Unica.

- La vacuna de prueba deberia ser lineal y paralela con la vacuna de referencia.
- El limite de confianza de 1a potencia estimada deberia estar entre 50 y 200%.
- Lapotencia estimada no deberia ser menor que 30 U.I. por dosis humana tnica.

- El limite del intervalo de confianza del 95% del estimado de potencia deberia estar entre 50-
200%, a menos que el limite inferior del intervalo de confianza del 95% de la potencia

estimada deba ser mayor que 30 U.L por dosis.

2. Toxoide Tetanico
Especie animal requerida : Ratdn suizo albino

Numero de animales requeridos para 1 lote : 116 (48 para la prueba, 48 de referencia y 50 para

la Dng)
Ruta de administracion de la vacuna : Subcutanea
Volumen de inyeccién 10,5 ml

N° de dias de guarda de los animales : 28
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La potencia del toxoide tetanico fue determinada en ratones suizos mediante el metodo de
desafio letal. En la prueba, se preparé tres diluciones para cada prueba y se preparé la vacuna
de referencia de manera que la dilucién media contenia la dosis DEsy que salva al menos a un
50% de los animales de prueba. Se inoculé un grupo de dieciséis ratones suizos para cada
dilucién de la vacuna de prueba asi como para la vacuna de referencia y después de 28 dias de-
guarda se desafié a los animales de prueba con toxina tetdnica conteniendo 100 DLsg. Un
grupo de veinte ratones suizos se mantuvo sin inmunizar para la titulacién de la toxina tetanica
y se inoculé 5 ratones por cada una de las 4 diluciones de la titulacién de DLso. La prueba se
completé en 33 dias. Se llevo a cabo calculos adicionales usando PROBIT. La muestra de

potencia pasa la prueba de potencia tetdnica si contiene > 60 Ul/Dosis Humana Unica.

- Lavacuna de prueba deberia ser lineal y paralela con la vacuna de referencia.

- El limite de confianza de la potencia estimada deberia estar entre 50 y 200%.

- La potencia estimada no deberia ser menor que 60 U.L por dosis humana tnica.

El limite del intervalo de confianza del 95% del estimado de potencia deberia estar entre 50-

200%, a menos que el limite inferior del intervalo de confianza del 95% de la potencia estimada

debiera ser mayor que 60 U.L por dosis.

3.  Antigeno pertisico de células completas
Especie animal requerida : Ratén suizo

Numero de animales requeridos para 1 lote : 194 (72 para la prueba, 72 de referencia y 50 para

la DLsp)

Ruta de administracion de la vacuna : intraperitoneal
Volumen de inyeccion :0,5ml

N° de dias de guarda de los animales : 14

La prueba de potencia del antigeno pertusico se llevé a cabo en ratones suizos mediante la prueba
de proteccién en ratones. En este método, se prepard tres diluciones para cada prueba y se
prepard la vacuna de referencia en medio salino de manera que la dilucién media contenia la
dosis DEsg que salva al menos a un 50% de los animales de prueba. Se inmuniz6 un grupo de 24
ratones suizos por diluciéon y luego se desafié a todos los animales inmunizados de forma
intracerebral con 0,03 ml de la dosis de desafio (aproximadamente 100.000 microorganismos por
cada 0,03 ml) en el dia 14. Después del desafio, se observé a los animales de prueba durante 14
dias y se registrd la muerte y supervivencia de los animales de prueba. Las muertes que
ocurrieron durante los primeros tres dias después del desafio se tomaron como no especificas. Se

realizé calculos adicionales usando PROBIT. La muestra pasa la prueba de potencia pertisica si

T
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contiene > 4 Ul/Dosis Humana Unica (DHU) y el limite de confianza inferior no es menor que 2

UI/DHU.

4. Antigeno de Haemophilus influenzae (Hib) de tipo b

Especie animal requerida : Raton suizo

Numero de animales requeridos para 1 lote : 16 (8 para inmunizacién, 8 como control)
Ruta de administracién de la vacuna : Subcutanea

Volumen de inyeccion 1 0,5 mi

N° de dias de guarda de los amimales : 35

La prueba de potencia del antigeno Hib b se llevd a cabo en ratones suizos mediante el método
ELISA. En esta prueba, se selecciond dos grupos (grupos de prueba y control), cada uno con 8
ratones. A cada ratén del grupo de prueba se le inyectd por via subcutdnea 0,5 m! de vacunas
diluidas 1:4 y el grupo de control se dejé sin inocular. Se entregd una dosis de refuerzo en los
dias 10 y 20 y se hizo la recoleccién final de la sangre el dia 35. Las muestras de suero fueron
ensayadas para determinar su contenido de anticuerpos contra Hib usando el método ELISA. La
muestra pasa la prueba de potencia de Hib si > 50% de los ratones en el grupe control son

seroconvertidos.

5. Antigeno de superficie de hepatitis B
Especie animal requerida : Ratones Balb C

Numero de animales requeridos para 1 lote : 110 (50 para la muestra, 50 como referencia, 10

para placebo)
Ruta de administracion de la vacuna : intraperitoneal
Volumen de inyeccidn 2 1,0ml

N° de dias de guarda de los animales : 28

La prueba de potencia del antigeno de superficie de la hepatitis B se llevé a cabo en ratones
Balb/C. En esta prueba, se preparé cinco diluciones a la mitad de la referencia y de la vacuna de
prueba y se inoculd diez ratones por via intraperitoneal por dilucion. Se inoculd diez ratones con
diluyente, los que sirvieron como placebo. Los ratones inoculados fueron desangrados el dia 28

después de la inoculacion y se separ6 el suero sin dejar que hubiera hemdlisis. Se ensayo los

titulos de anticuerpos contra hepatitis B de las muestras de suero mediante ELISA. La muestra
pasa la prueba de potencia de hepatitis B si el limite superior de su potencia relativa es > 1.

1Y



-28 -

6. Vacuna de polio inactivada (VPI)
Especie animal requerida : Ratas Wistar

Ntmero de animales requeridos para 1 lote : 100 (50 para la vacuna de prueba, 50 para Ia

vacuna de referencia)
Ruta de administracién de la vacuna : intramuscular
Volumen de inyeccién 10,5 ml
N° de dias de guarda de los animales : 21

La prueba de potencia de VPI se llevd a cabo en ratas RIVM TOX. Se prepard cinco diluciones
en tres de la referencia y de la vacuna de prueba y se inyecto por via intramuscular 0,5 ml de cada
dilucion a 10 ratas. Se desangré a los animales de prueba 21 dias después de la inmunizacion y se
colecté muestras de suero cuidadosamente para evitar la lisis de los glébulos rojos. Se ensayo
cada muestra de suero de acuerdo a sus titulos de anticuerpos contra los serotipos de poliovirus
de tipo 1, tipo 2 y tipo 3 mediante una prueba de neutralizacion de suero.
La prueba no es valida, a menos que: .
— la dosis efectiva media (DEsp) para la vacuna de prueba y la vacuna de referencia caiga
entre la dosis menor y la dosis mayor entregada a los animales;
— el analisis estadistico no muestre una desviacion significativa de la linealidad o el
paralelismo;
— los limites de confianza de la potencia relativa estimada caigan entre un 25% y un 400%

de la potencia estimada.

B] Datos de estabilidad de la potencia de los antigenos en la vacuna de la invencién

1) Se llevo a cabo las pruebas como se explica en el Ejemplo IV A] para todos los antigenos de la

vacuna hexavalente del Ejemplo L. Los resultados se tabulan en la tabla que sigue.

Tabla 4:
Estudio de Largo Plazo
Componentes Limites de (5°C = 3°C)
Aceptacion
6 meses 12 meses
Toxoide diftérico
(ID) > 60 Ul/ml 157,28 -
(Potencia)
Toxoide tetanico (TT)
. > 120 Ul/ml 209,57 -
(Potencia)
B. pertussis inactivado > 8 Ul/ml 9,44 9,69 30'
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(wP) (Potencia)

Antigeno de
polisacarido capsular > 50 % 62,5 75
(Hib b) {Potencia)

Antigeno de
superficie de hepatitis
>1.0 1y56 1,50
(Hep) B (HBsAg) -
(Potencta)
Tipo 1 La potencia de la = Pasa
Poliovirus : b
: vacuna de prueba no -
inactivado | 1'PO2 P Pasa
debe ser menor que
(VFD la de la vacuna de
. a .
(Potencia) Tipo 3 Pasa
referencia

Asi, puede verse que incluso después del almacenamiento a largo plazo de la vacuna a 5+ 3°C,
los antigenos de la vacuna tienen atn potencia/inmunogenicidad por encima de los limites de

aceptacion.

2) Se llevo a cabo las pruebas como se explica en el Ejemplo IV A] para todos los antigenos de la

vacuna pentavalente del Ejemplo II. Los resultados se tabulan en la tabla que sigue.

Tabla 5:
Estudio de Largo Plazo
Limites de
Componentes (5°C £ 3°C)
Aceptacion
6 meses 12 meses
Toxoide diftérico (TD)
> 60 Ul/ml 166,22 -
(Potencia)
Toxoide tetanico (TT)
> 120 Ul/ml 208,77 --
{Potencia)
B. pertussis inactivado
> 8 Ul/ml 9,37 10,5
(wP) (Potencia)
Antigeno de
polisacarido capsular >50% 87,5 75
(Hib b) (Potencia) \.)\o
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Poliovirus
inactivado
(VPI)

(Potencia)

Tipo 1

Tipo 2

Tipo 3

La potencia de la
vacuna de prueba
no debe ser menor
que la de la vacuna

de referencia

Pasa

Pasa

Pasa

Asi, puede verse que incluso después del almacenamiento a largo plazo de la vacuna a 5+ 3°C,

los antigenos de la vacuna tienen aun potencia/inmunogenicidad por encima de los limites de

aceptacion.
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Reivindicaciones:

1. Una vacuna combinada estable y completamente liquida que comprende antigeno
diftérico (D), tetanico (T), pertusico de células completas (wP) y VPI, y opcionalmente
uno o mds antigenos seleccionados a partir del grupo consistente en Haemophilus

influenzae (Hib) y hepatitis (Hep).

2. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde los antigenos D y T estan

adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

3. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde los antigenos VPI son cepas
Salk seleccionadas a partir del grupo consistente en las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de
tipo 2 y Saukett de tipo 3, o cepas Sabin seleccionadas a partir del grupo consistente en

las cepas Sabin 1 o 2.

4. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde Hib estd conjugado con una
proteina portadora seleccionada a partir de un grupo que comprende el toxoide tetanico, el
toxoide diftérico, CRM 197 y la proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis,

o cualquier equivalente de los mismos, o cualquier otro portador conocido.

5. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 1, en donde el antigeno Hib no esta

sustancialmente adsorbido sobre ningin adyuvante.

6. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde el antigeno Hib se deriva del

polisacérido capsular de la cepa Hib b.

7. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde el antigeno Hep estd adsorbido

sobre fosfato de aluminio.

8. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde el antigeno Hep se deriva del

antigeno de superficie de la cepa Hep B.

9. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 1, en donde la vacuna comprende

adicionalmente 2-fenoxietanol (2-POE) como conservante en la composicion,

10. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 1, en donde la vacuna comprende D, T,
wP, Hib b y VPI (Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y Saukett de tipo 3), en donde D
esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T est4 presente en una cantidad
de alrededor de 1 — 25 Lf, wP esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 30 IOU
por cada 0,5 ml e Hib b esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 20 pg por cada

0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan presentes

WV
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en una cantidad de alrededor de 1 — 50 DU, 1 — 15 DU y 1 — 50 DU, respectivamente, por
cada 0,5 ml.

11. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 10, en donde la vacuna comprende D, T,
wP, Hib b y VPI, en donde D esté presente en una cantidad de alrededor de 20 Lf, T esta
presente en una cantidad de alrededor de 7,5 Lf, wP esta presente en una cantidad de
alrededor de 16 10U por cada 0,5 ml e Hib b est presente en una cantidad de alrededor
de 10 ug por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo
3 estin presentes en una cantidad de alrededor de 40 DU, 8 DU y 32 DU,

respectivamente, por cada 0,5 ml.

12. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 1, en donde la vacuna comprende D, T,
wP, Hib b, Hep B y VPI (Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y Saukett de tipo 3), en
donde D esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 L{f, T esta presente en una
cantidad de alrededor de 1 — 25 Lf, wP estd presente en una cantidad de alrededor de 1 —
30 IOU por cada 0,5 ml, Hib b estd presente en una cantidad de alrededor de 1 - 20 pg, y
Hep B esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 20 pg por cada 0,5 ml, y las
cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan presentes en una
cantidad de alrededor de 1 — 50 DU, | - 15 DU y 1 — 50 DU, respectivamente, por cada
0,5 ml.

13. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 12, en donde la vacuna comprende D, T,
wP, Hib b, Hep B y VPI, en donde D esta presente en una cantidad de alrededor de 20 Lf,
T estd presente en una cantidad de alrededor de 7,5 Lf, wP estd presente en una cantidad
de alrededor de 16 IOU por cada 0,5 ml, Hib b esta presente en una cantidad de alrededor
de 10 ug y Hep B esta presente en una cantidad de alrededor de 10 pg por cada 0,5 mi, y
las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estdn presentes en una
cantidad de alrededor de 40 DU, 8 DU y 32 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml.

14. Un método para inducir una respuesta inmunoldgica contra cualquiera de los
antigenos seleccionados entre D, T, P, Hib, Hep o VP, que comprende administrar a un
sujeto una cantidad inmunoldgicamente activa de la vacuna combinada que se reivindica

en la reivindicacién 1.

15. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 1, en donde la vacuna comprende
antigenos D, T, wP, Hib b y Hep B, y 2-fenoxietanol como conservante, con la condicién

de que la vacuna no comprenda antigenos VPL

16. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 15, en donde D estd presente en una

cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 25

W
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Lf, wP esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 30 IOU, Hib b esta presente en
una cantidad de alrededor de 2 — 20 pg y Hep B esta presente en una cantidad de

alrededor de 1 — 20 pg por cada 0,5 ml.

17. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 16, en donde D esta presente en una
cantidad de alrededor de 20 Lf, T esta presente en una cantidad de alrededor de 7,5 Lf, wP
esta presente en una cantidad de alrededor de 16 IOU, Hib b esta presente en una cantidad
de alrededor de 10 pg vy Hep B estd presente en una cantidad de alrededor de 10 pg por

cada 0,5 ml.

18. Un proceso para fabricar una vacuna combinada estable completamente liquida como

la reivindicada en la reivindicacion 1, que comprende los pasos de:

a) preparar un componente | que comprende una mezcla de i) antigeno diftérico
(D), ii) antigeno tetanico (T) y iii) antigeno pertiisico de células completas (wP) en

un recipiente de reaccién,

b) opcionalmente, preparar un componente II que comprende Hep adsorbido sobre

sales de aluminio,

c) opcionalmente, mezclar el componente II con el componente I para obtener una

mezcla,

d) agregar la mezcla anterior [como se obtiene en a) o en c)) al HIB, seguido de la

adicion de los antigenos VPI.

19. El proceso reivindicado en la reivindicacidn 18, en donde los antigenos D y T estan

adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

20. El proceso reivindicado en la reivindicacion 18, en donde el proceso comprende
adicionalmente el paso de agregar 2-fenoxietanol {2-POE) como conservante en el

componente 1.

21. El proceso reivindicado en la reivindicacion 18, en donde la preparacion del

componente I comprende los siguientes pasos:
a) transferir gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,

b) transferir una preparacion de antigeno tetanico con agitacion hacia el recipiente

anterior,

c) transferir una preparacidn de antigeno diftérico hacia dicho recipiente,

ASA

d) transferir 2-fenoxietanol hacia dicho recipiente con agitacién,
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e) transferir una solucién de cloruro de sodio hacia dicho recipiente,
f) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,0-6,5

g) transferir una preparacion de antigeno wP con agitacion,

h) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

22. El proceso reivindicado en la reivindicacion 18, en donde la preparacion del

componente Il comprende los siguientes pasos:
a) transferir un gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,

b) transferir una preparacion de antigeno de hepatitis (Hep) con agitacién hacia el

recipiente anterior,
¢) transferir una solucién de cloruro de sodio hacia el mismo recipiente,

d) transferir una preparacién de 2-fenoxietanol hacia el recipiente mencionado

anteriormente,
e) chequear el pH y ajustarlo para dejarlo en el rango entre 6,0-7,0.

23. El proceso reivindicado en la reivindicacion 18, en donde la mezcla del componente 1
y el componente II comprende el paso de transferir el contenido del componente 1I hacia

el componente I para obtener una mezcla en un recipiente de reaccion.

24, El proceso reivindicado en la reivindicacién 18, en donde la adicion de los antigenos

Hib y VPI comprende los siguientes pasos:

a) transferir a la preparacién del antigeno Hib la mezcla obtenida en el paso a) o

en el paso ¢) de la reivindicacion 18, para obtener una mezcla,

b) transferir la mezcla anterior a la preparacién de antigeno VPI, seguido por una

solucion salina,
¢) chequear el pH y ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

25. Un proceso para fabricar una vacuna combinada estable completamente liquida como

la reivindicada en la reivindicacidn 15, que comprende los pasos de:

a) preparar un componente I que comprende una mezcla de i) antigeno difténco

(D), ii) antigeno tetdnico (T) y iii) antigeno pertisico de células completas (wP),

b) preparar un componente II que comprende Hep B adsorbido sobre sales de

aluminio, \A S
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c) mezclar el componente II con el componente I para obtener una mezcla,
d) agregar 1a mezcla anterior al antigeno Hib.

26. El proceso reivindicado en la reivindicacion 25, en donde los antigenos D y T estén

adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

27. El proceso reivindicado en la reivindicacién 25, en donde la preparacion del

componente | comprende los siguientes pasos:
a) transferir gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente,

b) transferir una preparacién de antigeno tetanico con agitacion hacia el recipiente

anterior,

¢) transferir una preparacion de antigeno diftérico hacia dicho recipiente,
d) transferir 2-fenoxietanol,

e) transferir una solucion de cloruro de sodio hacia dicho recipiente,

f) chequear el pH v ajustarlo en el rango entre 6,0-6,5,

g) transferir una preparacion de antigeno wP hacia el mismo recipiente
h) chequear el pH v ajustarlo en el rango entre 6,5-7,5.

28. El proceso reivindicado en la reivindicacidn 25, en donde la preparacidon del

componente 11 comprende los siguientes pasos:
a) transferir un gel de fosfato de aluminio hacia un recipiente.
b) transferir una preparacién de antigeno Hep B al recipiente anterior,
c) transferir una solucién de cloruro de sodio hacia el mismo recipiente,

d) transferir una preparacion de 2-fenoxietanol hacia el recipiente mencionado

anteriormente,
e) chequear el pH y ajustarlo para dejarlo en el rango entre 6,0-7,0.

29. El proceso reivindicado en la reivindicacidn 25, en donde la mezcla del componente 1
y el componente II comprende el paso de transferir el contenido del componente II hacia

el componente I para obtener una mezcla.

30. El proceso reivindicado en la reivindicacion 29, comprendiendo adicionalmente los

o

siguientes pasos:
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