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MANUFACTURING METHOD OF COMBINED VACCINE

BACKGROUND OF THE INVENTION
JECHNICAL FIELD
The present invention relates to manufacturing method of combined
vaccine capable of preventing concurrently various diseases oi infants such as -
diphtheria, tetanus, pertussis, hepatitis B, and other diseases, ‘~hich should be
prevented in infants.

BACKGROUND ART

A combined vaccine is directed lo a vaccine m.nufaclured by
combining protective antigens for each disease with respect tv various other
infaction diseases or a vaccine manufactured by combining of various related
antigens to prevent one infection disease.

As examples of the former, there are a DTP vaccne capable of
enhancing an immunity with respect to diphtheria, tetanus a.id pertussis, a
MMR vaccine capable of enhancing an immunity with rbspect to measles,
mumps, and genman measias, and so on. The above vaccines have been used
for 20 years. As examples of the latter, there are a pneumococcal vaccine
manufactured by combining 14 or 23 pneumococcal polysaccharides capable
of enhancing an Immunity to pneumonia, and meningococcus vaccine
manufactured by combining 4 meningococcal polysaccharides capable of
enhancing an immunity to protect meningitis and so on. The above vaccines
have been used for a few years,

The above 'vaccines have been used for many yaars -since its
development are well recognized with their high immunogenic c[fects and less
side effect with respect to each infection disease and with their good
adaptation to protect various diseases. Vaccine developers are newly
developing various types of combined vaccines for the above raasons. As the
above combined vaccines, there Is a vaccine (Intemational Publication No. WO
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99/13808) manufacturad by combining a DTP vaccine, bacterial
encephaiomeningitis vaccine (Hib vaccine), inactivated polio vaccine, and
hepatitis B vaccine. A certain combined vaccine is developed by the
combination of pneumococcal and meningococcal polysaccharides conjugated
with protein. A combined vaccine capable of preventing from an intestinal
infection with respect to each causing bacteria of cholera, typhoid, dysentery,
and diarrhea wili be developed soon.

The combined vaccine prepared in the way of combining each antigen
for preventing various other infective diseases has advantages in that the
number of vaccinations decreases, and the supply of vaccines is simple for
thereby decreasing the cost. According to the Infant vaccination schedule
recommended by Pediatrics Assoclation (1887), the Infants gets many times of
shot within 1 years after birth, and injection of vaccina is sometimes overlapped
with different vaccines due to conveniance or iliness. Therefore, it is Important
to inoculate the infants based on a proper method for thereby providing a
certain convenience to both vaccinating persons and inoculated persons. In
particular, as the standardized vaccination schedule, the DTP and the hepatitis
B vaccinations are gulded to perform three times of primary shots within the
first year of infanis and boost shols. In addition, since the vaccination
schedules recommended are similar, the problem of overlaping shots can
happen.

The inventors of the present invention performed a research for
providing a certain convenience for vaccination to both the vaccinating persons
and the inoculated persons by developing the combined vaccine of DTP and
hepatitis B vaccines and stabllizing of the supply of the vaccine for theraby
providing a vaccination benefil to more people.

Since the research on the combined vaccine is mostly directed to
combining each component antigen from the vaccine products which Is
provided in the immunity and stabiity, the development of the combining
method I8 important to minimize a variation in the reaction and immunity
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occuring due to an interaction between each protective antigen and adsorbent
is important for the above research. With the completion of development, the
homogeneity and stabllity of the combined vaccine formulations invented have
been reviewed. In the present invention, the research has besen performed
based on the DTP vaccine and hepatitis B vaccine which are proved for their
immunity and stability.

As a method for combining each component vaccine, there are a
mathod (Intemational Publication Nos. WO 99/13808 and WO 00/7623) of
simply combining the products of each component vaccine, a method
(Intermational Publication Na. WO ©8/13808) of administrating simultaneously
when the vaccination is performed, using the specially designed container, and
a method of manufacturing the combined vaccine by mixing each component
of vaccine and ingredients in one formulation. Conceming the vaccine supply,
the usage of the combinad vaccine prepared by the former two methods are
similar to the use of each monovalent vaccine singularly it needs more
attention to handie vaccines than each monovalent vaccine, so that there is not
an advantage in using this type of the combined vaccine. In addition, it Is
impossible to perform a research with respect to the variation of the immunity
and the occuring of the side effects. Therefors, it is preferable that each
vaccine component Is mixed In one formulation as one product on the reaearch
of the combined vaccine.

The purpose of the present invention is to provide a manufacturing
method of combined vaccine capabie of preventing various diseases of infants
including diphtheria, tetanus, pertussis and hepatitis B, which should be
prevent in infants.

DISCLOSURE OF THE INVENTION
Accordingly, it is an object of the present invention to provide
manufacturing method of combined vaccine for concurrently preventing various
diseases of infants such as diphtheria, tetanus, pertussis and hepatitis B, which



10

15

20

25

30

WO 02/055108 PCT/KR0200034

should be prevent in infants.

In order to achieve the above object, there is provided a manufacturing
method of a combined vaccine, comprising the steps of:

The adsorption step of independently adsorbing each protective antigen
to adsorbent respectively with respect to various diseases; and

The combination step of mbdng each above protective antigen adsarbed
to the adsorbent.

And there is aiso provided the method wherein the protective antigen is
the antigen selected from the group comprising diphtheria antigen, tetanus
antigen, pertussis antigen, heptatitis B antigen, or two or more combination
thereof.

And there is also provided the method, wherein the adsorbent is
aluminum hydroxide gel. .

And, in order to achieve the above object, there Is provided a combined
vaccine as produced according to any of the above methods.

More specifically, the present Invention provides the manufacturing

* method of a combined vaccine which includes the steps of independently

adsorbing each protective antigen to an adsorbent of a aluminum hydroxide gel
with respect to various diseases such as diphtheria, tetanus, pertussis, and
hepetitis B which should be prevented in the infants, and combining each
protective antigen adsorbed io the adsorbent after the adsorption.

The antigens of the present invention is not limited by the mentioned
diseases but applicated to various antigens from various diseases.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
The present invention will become battar understood with reference to

the accompanying drawings which are given only by way of illustration and
thus does not limit to the present invention, wherein;

Fig. 1 Is a view illustrating an adsorption ratio of each component
antigen based on concentration of an adsorbent. Diphtheria toxoid, tetanus
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toxoid, and hepatitis B virus surface antigen are @ componsnts of diphtheria
antigen, tetanus antigen and hepatitis B antigen, and pertussis toxoid and
pertussis FHA antigen{pertussis thready shape blood agglutinin corpuscie) are
sach component of a purified pertussis antigen;

Figs. 2a to 2d are views illustrating an antigenicity and immunity based
on an adsorption method wherein sample 1 is a sample in which surplus
aluminum hydroxide gel is added after a combination of each component
vaccine is compieted, and sample 2 is a sample in which the said adsorbant of
the same concentration is previously added before the combination is
completed; Figs 2a and 2b are views lllustrating the relative antigenicity of
samples 1 and 2 respectively and, Figs 2c and 2d are views lllustrating the
relative level of antibody formation against each antigen of samples 1 and 2,
respectively.

Fig. 3 Is a view illustrating the level of antibody formation against sach
antigen in the serum obtained from mankeys administered a combined vaccine
prepared according to the present invention or conccurently each vaccine
product of DTP and hepatitis B based on the date of collecting blood samples
from each monkey. Group 1 ls designated that each vaccine of DTP and
hepatitis B are concumently administered, and group 2 is designated that a
combined vaccine is administered.

DE§ FOR RY UT TH F| ED EMBODIMENTS

As the method for manufacturing the combined vaccine containing each
vaccine component as one product, the above method is divided into two
steps: a method for the step of combining the antigens which form each
component vaccine and performing an adsorption using an adsorbent and a
method for the step of combining the praviously adsorbed antigens, in the case
that an adsorbent Is used as a component In the said method. However, in the
case that each component antigen are first mixed, an adsorption ability with
respect to the adsorbent of each antigen may decreass due to the interaction
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among antigens and ingredients in solution. In addition, the adsorption
between the adsorbent and component antigen Is aptimized under each
independent condition. If the above adsorption processes are concurrently
performed, the adsorption ratio may be dacreased due to a difference in the
adsorption condition of each component antigen. Since the interrelationahip
between the adsorption ratio with respect to the adsorbent of the component
antigen and the immunity of the vaccine Is in inverse proportion, the immunity
of the combined vaccine, which is manufactured in the process performed
concurrently, may be dacreased compared to the immunity of each monovalent
vaccine.

Therefore, the inventors of the present invention have Judged that it Is
proper to manufacture a combined vaccine by preparing a bulk solution of each
component antigen, independently performing an adsorption of each antigen
and combining the adsorbed antigens together.

in addition, In the case that each component antigen is combined in
each adsorption type, the final concentration of each component antigen in the
combined vaccine should be the same as the concentration of the component
antigen In each conventional monovalent vaccine, to compare the immunity
and the characteristics of vaccine antigens in vaccine products. Therefore, to
manufacture the combined vaccine, the component antigen more concentrated
than a single vaccine Is adsorbed and then combined. The DTP vaccine is
manufactured based on an adsorption using the antigen which is concentrated
1.5~2 times, and the hepalills B vaccine is manufactured using the antigen
which is concentrated 2~3 times. The final concentration of each component
antigen of the combined vaccine according to the present invention |s
coincided with the concentration of each single vaccine adjusting the
combining ratio of each antigen.

According to the present invention, the inventors performed the various
studies of combinations for developing the combined vaccine. In this case, the
final content of each immune component in a vaccine product is the same as
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the content of the monovalent vaccine. in addition, the change of the
adsorption ratio of each antigen is monitored by controlling the contents of the
adsorbent and other compenents. £ach sample which has a less change in the
adsorption ratio is immunized into small animals to compare the level of the
antibody formation. A proper combining method was selected by reviewing the
resuit of antibody formation in small animals.

In addition, as a result of the review with respect to the adsorbents of
the currently commerclal DTP vaccine and the hepatitis B vaccine, aluminum
hydroxide gek and aluminum phosphats gel were mainly used. it is known that
the adsorption of the protein to each aluminum gel is caused by a surface
electric charge of each protein and a gel component.  And it is also known that
the aluminum hydroxide gel has a positive surface electric charge in a
physiological pH range, and aluminum phosphate gel has a negative surface
electric charge ("Vaccine Design — The subunit and adjuvant approach®, ed. By
M.F. Powel & M.J. Newman, 1985, p229-238). in the case that the abave two
types of aluminum gels are concurrently used, a certain interaction occurs, so
that the size of particle in the solution may be increased, and the adsorption
capacity to protein may be decreased. In addltion, the surface electric charge
of sach component antigen of the hepetitis B vaccine and combined vaccine
has generally a nagative surface electric charge in a physiological pH range.
Therefore, the aluminum hydroxide gel is proper as an adsorbent.

In the conventional art, the component of the adsorbent such as the
aluminum hydroxide gel and aluminum phosphate gel was co-used
(intemational Publication No. WO 83/24148) but based on the above reason,
the inventors of the present invention judged that the adsorbent of the
combined vaccine should have the same salt type and the aluminum hydroxide
gel which is used as an adsorbent is an important factor for obtaining a certain
adsorption ratio of each component antigen.

But it is evident that the adsorbent covers not only the aluminum
hydroxide gel but also lts aquivalents in the present invention.

W\
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In addition, in the combined vaccine prepared by the present invention,
other component antigens except hapatitis B antigen include proteins as a
main component, while, in the case of the hepalitis B v_acclne. the antigen
exists generally in a particla type which includes a phospholipid layer.
Therefore, it is prefermed that when manufacturing the hepatitis B vaccine for a
combined vaccine prepared by the present inventlon, in order to decrease a
certain interferenca by other antigens with respect to the phospholipid
component of the hepatllis B vaccine antigsn which includes a phospholipid
layer, a neutral surfactant such as Polysorbate 20 (Tween 20}, Polysorbate 80
(Tween B0} and Triton X-100 are added.

Since the fiter of the hepatitis B vaccine tends to. decrease in the case
that the amount of the neutral surfactant is high, it is preferred that the neutral
surfactant is added at the mass ratio below 50% with respect to protein amount
of the hepatitis B surface antigen but the above amount is not limited thereto.

In the present invention, Corynebacterium diphtherla, PW No. 8 as an
antigen of the diphtheria is preparad and cultivated In a proper culture medium.
The diphtherta toxoid Is preferrad, which is oblained by detoxifying the
diphtheria toxin which s purified by a conventional method. The amount of the
antigen is preferably 10~25 Lf based on the pediatric dose. As a tetanus
antigen, Clostridium tetanii, Harvard, is cultivated in a proper culture medium
under anaerobic condition. The tetanus toxoid which is obtained by detoxifying
the tetanus toxin purified by the conventional method Is proper. The amount of
the antigen is preferably 1~5Lf based on the pedistric dose. In addition, the
Pertussis antigen is cultivated in a proper culture medium using Bordetsla
pertussis, Tohama phase I, and muttiple kinds of antigen protein including a
Pertussis toxoid are purified by a conventional method in a culture supematent
and detoxified. Purifled Pertussis antigens or a whole cell Pertussis antigen is
proper. Here, the manufacturing method of a combined vaccine Is pravided in
which in the case of the multiple kinds of antigens, the total amount of the
antigens is below 20ugPN based on the pediatric dose, and in the case of the
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whole cell Pertussis antigen, the amount of the antigen Is preferably below 20
OE based on the pediatric dose. The presant invention is further directed to a
method for manufacturing a combined vaccine in which purified muitiple
antigen proteins include a detoxified Pertussis toxoid and flamentous
hemaggiutinin (FHA) antigen.

Preferably, the present invention Is directed to a method for
manufacturing a combined vaccine in such a manner that the amount of
recombinant hepatitis B virus surface antigen, which manufactured by a
genetic engineering method as a hepatitis B antigen, Is §~10ug based on the
pedlatric dose. More preferably, the present Invention is directed to a method
for manufacturing in such a manner that the hepatitis B surface antigen is
adsorbed to an adsorbent by mixing with stirring at 2~8*C for 3~20 hours. In
order to find the optimum content of adsorbant for manufacturing of the
combined vaccine, the adsorption matio for each antigan component was
analyzed at each concentration of adsorbant. As & rasult, when the finai
aluminum ion concentration Is below 0.5mg/ml at the time when the final
combination |s completed, the adsorption ratio of each antigen was relatively
decreased (as shown in Fig. 1). In addition, the aluminum ion concentration is
stipulated to be under 1.25mg/mi in the aluminum gel used for the vaccine by
regulation (WHO, °Requiremenis for diphtherla, tetanus, pertussis and
combined vaccines® In Technical Report Series No. 800, 1980, p87~17%9).
Therefore, as the aluminum hydroxide gel, the concentration of the final
aluminum ion is praferably in the range of 0.5~1.25mg/m! and more prefarably
in the range of 0.7mg/mi.

In addition, in order to prevent a possibillty that the absorption ratio of
each component antigen is decreased by a repuisive force caused among
each component antigen; even after the combination of each component is
completed, the antigenicly and the level of antbbody formation of each
component antigen are converted to the relative percentage to compare those
values between two samples: a sample that the other component except an
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aluminum hydroxide gel is previously combined and then suplus aluminum
hydroxide gel is additionally added and a sample that the adsorbent of the
same concentration is previously added before the combination is completed.
The change of the antigenicity and the level of antbody formation decreases
when ‘the surplus adsorbant is adced even after the combination of each
component is completed (as shown in Fig. 2).

In addition, in the cass of the sample in which the polysorbate 26 80
(tween 80) is added, the antigenicity and titer with respect to the hepatitis B
were mainiained (a8 shown in Fig. 2). it is expected that a similar result i
may ba obtained even when neutral surfactants such as polysorbate 20 and
triton X-100 are used whithin proper concentration. As shown In Fig. 2, the
sample 1 and sample 2 are prepared In the way of that surplus aluminum
hydroxide get is additionaily added after the combination of each component is
completed, and that the adsorbent of the same concentration is previously
added bafore the combination is compieted-, respactively.

Preferably, the present invention is directad to a method for
manufacturing a combined vaccine in which the aluminum ion concentration of
the aluminum hydroxide gel is in the range of 0.5~1.25mg/ml. More praferably,
the present invention Is directed to a method for manufacturing a combined
vaccine which includes a step of adding surplus adsorbent in the range that
does not exceed the concentration range of the aluminum ion of 0.5~1.25
mg/mi after protective antigens adsorbed to the adsorbent are combined. In a
preferred embodiment of the present Invention, it is possible to maintain an
inherent adsorption of each component antigen in the combined vaccine and to
increase an immunity.

As the Pertussis antigen, a purified Pertussis antigen is generally used
in Korea émd several other countries. Since some American countries and the
third worid countries use the-a whole cell Pertussis antigen which is detoxified.
Therefore, in the present Invention, the applicable range of the combined
vaccine is widened by the study on the combining method using whole cell
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pertussis antigen. In this case, the combining was performed in the same
method as using the mentioned purified Pertussis antigen for thereby obtaining
a sample capable of maintaining an immunity of each component(as shown in
Table 1).

in the case of the DTP vaccine which includes a whole cell Pertussis
antigen, a aluminum phosphate gel Is generally used as an adsorbent.
However, In order to manufacture a combined vaccine with respect to the
hepatlitis B antigen, the DTP vaccine was manufactured using the aluminum
hydroxide gel. In this case, the immunity with respect to the Pertussis was
decreased, but when a surplus aluminum hydroxide gel was additionally added
gfter the combination of each component vaccine was completed (sample A), it
was possible o maintain a desired immunity. As a reference, the sample B ls

‘prepared in the way of that the adsorbent of the same concentration was

praviously added before the combination was completed.

The safety and efficacy of the combined vaccine manufactured
according to the present Invention was proved based on the following methods.
Firat, overdosage of combined vaccine was administrated to a rodent, and it
was checked that a lesion was not observed as a result of the biopsy (The
result of the same Is not provided). In addition, the antibody level against each
antigen was measured in a group (group 2} in which a combined vaccine was
administrated to a monkey and In a group (group 1) In which each vaccine of
DTP and hepatitis B was concumently administrated. As a result of the t-test
with respect to the antibody amount between two groups, when comparing the
result of the group 2 with tha result of the group 1, it was svaluated that the
combined vaccine showed the equal or better immuncgenecity against each
antigen to concurrently Injection group of each vaccine (aa shown in Fig. 3. The
result of the statistic is not provided).

In conclusion, the combining method was devaloped In the present
invention, which an Interaction among different immune components was
minimized, and each immunogenic effect did not decrease. When dividing each
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immune component used for the combined vaccine based on physical and
chemical properties, the immunogenic components may be divided Iinto a
protein antigen (diphtheria antigen, tetanus antigen, purified Pertussis antigen),
an antigen composad of protein and phospholipid layer (hepatitis B antigen),
and an antigen composed of kiled whole celi (a whole cell Perlussis antigen),
etc. Therefore, It may be predicted that a combination with other antigen of
single vaccine may be implemented based on the physical and chemical
characteristics of components. A combination of an additional vaccine may be
possible with respect to the diseases (hemophilus influenza, polio), which
should be prevenisd in the infants by the combined vaccines prepared
according to the present invention.

The body vaccination period of the combined vaccine agent according to
the present invention may be the previous vaccination periods of the DTP
vaccine or the hepatitis B vaccine. In the case that there Is the hepatitis B
antigen in the mother's body, it is preferred to inoculate three times of second,
fourth and sixth months. In the case that there Is not the hepatitis B in the
mother's body, as a proper vaccination period, the hepatitis 8 vaccine is
singularly inoculated after birth, and then the additional vaccination Is
performed using a combined vaccine. A proper vaccination with respect to the
infants can be performed by a muscle or hypodermic injection method. The
doze of the antigen of diphtheria, tetanus, Pertussis and hepatitis B
raspectively in the combined vaccine according to the present invention is the
same as the doze for the infant of the antigen of each single vaccine.

Example 1

Manufacture of hepatitls B antigen .

The yeast cell which is capable of expressing the hepatitis B surface
antigen by genetic engineering method Is intensively cultivated. 1kg of the
precipitate of yeast cells which is abtained by the centrifugation Is diluted at a
ratic of 1:2 In a buffer solution (0.5M NaCl, 10mM EDTA, 0.01% Thimerosal,
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0.1M Phosphate, pH 7.0). The dliuted soiution flows through a glass bead
beator {or Dynomil) for thereby breaking cell walls and so on. The obtained
solution Is added with a neutfral surfactant (Tween group or Triton group) by
0.5% and is uniformly mixed by stirring at 4°C. Sodium hydroxide was added to
the resuttant solution for thereby obtaining pH 11 and is then mixed by stirring
at 4°C for 5 hours. A diluted hydrochloric acld was added to the resultant
solution for thereby obtaining pH 4, The precipitate was removed by a
centrtfugation at 8000rpm for 15 minutes using the centrifugal machine
(ROTOR: JA-14, Backman Inc. USA), and the upper solution including the
hepatitis B surface antigen was obiained, The pH of the upper solution was
made at 7, and then silica was added thereto and was mixed at 4~25°C for
3~18 hours, so that the hepatitis B surface antigen was adsorbed to the silica,
The sllica gel which Is preferably used in the present invention is Aerosil
380(Degussa, USA) which includes fine hydration silica or anhydrous silica
having a valid surface area of 100~500mm?/g. In order to remove contaminants
from the silica to which the hepalitis B surface antigen is adsorbed, the
resuitant soiution was washed two times using sodium phosphate — sodium
chioride buffer solution of pH 7. The washaed silica was contacted in the sodium
carbonate buffer solution of pH 9.6 for about 2 hours for thereby desorption of
a surface antigen. The thus separated surface antigen had a protsin purity of
above 90% In the solution. The resultant solution was flown In the
DEAE-Sepharose (PHAMACIA, Sweden) which was balanced using the said
sodium buffer solution for thereby specifically attaching a surface antigen and

removing the substances separated in the column using the said buffer solution.

Contaminants slightly attached on the column was eluted using the buffer
solution including sodium chioride of 0.05~0.1M. Thereafter, the hepatitis B
surface antigen was eluted using the said buffer solution including the sodium
chioride of 0.2M. The thus eluted solution was concentrated using a
ultrafitration membrane which Is capable of separating the substance of
molecular weight above than 100,000, and the precipitate was separated by
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centrifugation and removed, and the upper solution was collected, and the gel
permeation chromatography (Sepharose CL-4B, PHAMACIA, Sweden) was
performad with respect to the collected upper solution. The fractions which
included a pure surface antigen were confirmed by elactrophorsis and wera
used as the hepatltis B antigen. In addition, in order to decrease an interaction
with each of the hepatitis surface antigen, the tween 80 was added to 0, 5,
10pg per 1mi, and then the effect of tween 80 was observed (as shown in Fig.
2).

Example 2

Manufacture of diphtheria toxoid

The corynebacterium diphtheria PW No. 8 was cultured at 35°C for 24
hours in the nutrition agar culture medium (DIFCO, USA) and was subcultured
two times. One of the colony was cultured at 35°C for 24 hours in 2ml| of the
brain heart infusion cufure medium (DIFCO, USA), and 1.2ml of it was
inoculated to the modified Muller culiure medium (refer to: Stalner, et. al,
Canadian J. Microbiol., 14:155, 1968) of 300ml and was acultured at 35°C for 38
hours. After the culture, celis were removed from the culturing solution, and the
toxin solution was collected and it was added with ammonium sulfate at 4°C.
The final concantration was made in 25(w/v)%, and pH was made in 8.0, The
culturing solution having adjusted pH and concentration of salt was dropped
into the phenyl-sephaross column which was previously balanced using 10mM
tris buffer solution pH 8.0 including 25(w/v)% ammonium sulfate. The buffer
solution same as the column balance solution and 10mM tris buffer solution(pH
8.0) including 15(w/v)% ammonlum sulfate wera sequentially flown to the
column for thereby removing impurities. The toxin was eluted using 10mM tris
buffer solution(pH 8.0) which did not include salt. The eluted diphtheria toxin
solution was collected and was dialyzed to 10mM phosphate buffer soktion(pH
7.4) Including sodlum chioride of 150mM. Afier the dialyzing process was
compieted, formaiin was added, so that the finai concentration was 0.05(w/v)d%,



10

15

20

25

3o

WO 02055105 PCT/KR02/00034

15

and the resultant solution was reacted at 37°C for 1 hour, and lysine was
added for thereby obtaining the final concentration of 0.05M and then, the
resultant solution was detoxified at 37°C for 4 weeks. The_toxold solution was
dialyzed into 10mM phosphate buffer solution(pH 7.4) with sodium chloride for
thereby fully removing the formalin, and thimerosal was added to have
0.01(wiv)% of the final concentration. The resultant soluion was used as
diphtheria toxoid solution.

Example 3

Manufacture of tetanus toxoid

The Clostridium tetanii (Harvard strain) was cultured by molten agar
method with sterilized liver-blle agar medium (DIFCO, USA). A few colonies
from above culture were inoculated into braln heart infusion culture medium
(DIFCO, USA) Including 0.3(w/v)% yeast extraction (DIFCO, USA) of 2ml
having decreased oxygen level and were cultured at 35°C for 24 hours In
anaerobic state. And then, the culture solution was inoculated into fully
nitrogen-satured braln heart infusion cukure medium (DIFCO, USA) 500mi
Including 0.3(w/v)% yeast extraction (DIFCO, USA) and were cultured at 35°C
for 7 days in anaerobic state. After the culture, cells were removed from the
culture soiution, the toxin solution was collected and added with ammonium
sulfate at 4°C for thersby obtaining the final concentration of 60(w/v)% and was
mixed for over 24 hours and was fully mixed for thereby obtaining a precipitate
by centrifugation. The precipitate was dissolved in a small amount of distilled
water, and the Insoluble material was removed. The resultant solution was
dropped into the sephagrill S-100 column which was previously balanced using
10mM tris buffer solution{pH 8.0) including 0.5M sodium chloride. The same
buffer solution was flown for thereby eluting the separated toxin. The tetanus
toxin solution was collacted and dislyzed into 10mM phasphata buffer
solution{pH 7.4) including 150mM sodium chioride. After the dialysis, formalin
was added to have the final concentration of 0.025(w/v)% and was reacted at
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37°C for 1 hour. Thereatter, lysine and sodium hydrogencarbonate wera added
to have the final concentmtion of 0.05mM and 0.04M, respectively, and was
matured at 37°C for 4 weeks and was detoxified. After the detoxification, the
toxoid solution was dialyzed into 10mM phosphate buffer solution (pH 7.4)
including 150mM sodium chloride, and formalin was fully removed. Thimerosal
was added to have the final concentration of 0.01{w/v)% and was used as
tetanus toxold solution.

Example 4

Manufacture of purified Pertussis antigen protein

Bordetslia pertussis, Tohama phase | was cultured in Bodet-Gengo agar
culture medium(DIFCO, USA) including 15% rabbit blood at 35*C for 72 hours
and was passaged two times. A few colonies were (noculated into 50ml of
stanor-sholte culture medium and was cultured at 35°C for 48 hours. The
thusly cultured solution were re-inoculated in 500mi of changed stanor-sholte
culture medium(refer to Imazumi et al., INFECT.AMMUN., 1883, vol 41, pp.
1138) and was cultured at 35°C for 38 hours. 10% thimerosal aqueous salution
was added to the cultured solution to have the final concentration of 0.01% for
thereby preventing the growth of the Pertusais bacteria, and then the cells were
removed by centrifugation. Three times volume of distilled water was added to
the resuftant solution, and was mixed well. The current pH was decreased to
pH 6.0 using 1N sulfuric acid. The resultant soluton was dropped Into
CM-sapharose column which was previously balanced using 10mM sodium
phosphate buffer of pH 6.0. The buffer solution same as the column balance
solution was flown to the column for thereby removing the substances which
wera not coupled to the column, and the impurities which were slightly coupled
to the column were removed using the buffer solution same as the column
balance solution including 100mM sodium chioride. When the Impurilies were
not eluted anymore through the column, the bound materials were eluted with
linear gradient formed by the column balance solution including 100mM sodium
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chloride and 600mM sodium chioride which have the same volume, 8o that a
fraction including Pertussis antigen protein such as Pertuasis toxin and FHA
(flamentous hemagghutinin) was separated. The antigen fraction was diluted
using 10mM sodium phosphate buffer solution(pH 8.0) of two times volume to
have pH 8.0. The resultant solution was dropped into hydroxy apatite column
which was previously balanced using 10mM sodium phosphate buffer solution
of pH 8.0. The buffer solution same as the column balance solution including
100mM sodium chioride was flown to the column for thereby removing the
substances which were not coupled to the column. 80mM sodium phosphate
buffer solution of pH 8.0 including 100mM sodium chioride was flown at the
same rate as the dropping rate for thereby separating Pertussis toxin fraction.
When the Pertussis toxin was separatad, 250mM sodium phosphate buffer
solution of pH 8.0 including 100mM sodium chioride was flown at the same rate
as the dropping rate for thereby separating FHA(filamentous hemaggiutinin)
fraction. Separated Pertuasis toxin and FHA(filamentous hemaggiutinin) were
dialyzed in 10mM sodium phosphate buffer solution(pH 7.4) Including 0.15%
sodium chiorkie at 4°C. Giycerol and giutal aldehyde were added to dlalyzed
Pertussis toxin sample solution to have the final concentration of 50(w/v)% and
0.05(w/v)% and were detoxified at 37°C for 4 hours. Sodlum aspartate was
added to have the final concentration of 0.025M for thereby completing the
detoxifying process. Glycerol and formalin were added into the dialyzed FHA
(flamentous hemaggiutinin) sample solution to have 50(wiv)% and
0.025(wiv)% and were detoxified at 37°C for 24 hours. Lysine was added to
have the final concentration of 0.026M, so that the detoxifying process was
completed. Each sample solution was dialyzed Into 10mM sodium phosphate
buffer solution (pH 7.4) Including 0.15% sodium chioride at room temperature.
Thimerosal was added to have the final concentration of 0.01(wiv)%.
Thereafter, detoxified Pertussis toxin sample soktion and FHA (flamsntous
hemagglutinm) sample solution were mixed at a ratio of 1:4 and were used as
a Pertussis antigen protein.
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Example 5

Manufacture of a whole cell Pertussis antigen

Pertussis bacteria, Bordetella pertussis, Tohama phase | was cultured In
Bodet-Gengo agar culture medium(DIFCO, USA) including 15% rabbit blood at
35°C for 72 hours and was pessaged two times. Some of the colonles were
inoculated into 50ml of Stanor-sholte culture medium and were cultured at
35°C for 48 hours. The resultant solution was re-inoculated in the changed
stanor-sholte culture medium(refer to Imazumi et al., INFECT.-IMMUN., 1983,
vol 41, pp. 1138) of 500ml and were cultured at 35°C for 38 hours. 10%
thimerosal aqueous solution was added into the culture solution to have the
final concentration of 0.01% for thereby preventing the growth of the Pertussis
bacterla and collecting somatic based on the cenfrifugation. The coflected
somatic solution was dialyzed in 10mM sodium phosphate buffer solution{pH
7.4) Including 0.15% sodium chioride at 4°C. Formalin was added into the
dialyzed Pertussis somatic solution to have the final concentration of
0.025(w/v)% and was detoxified at 37°C for 4 weeks. Lysine was added to
have the final concentration of 0.025M for thereby completing the detoxifying
process. The sample solution was dialyzed into 10mM sodium phosphate
buffer solution(pH 7.4) including sodium chioride of 0.15%, and thimerosal was
added to have the final concentration of 0.01(w/v)% and was used as the
whole cel Pertussis antigen.

Example 6
Manufacture of combined vaccine including purified Pertussis antigan
1 acture of he s B vaccine

The hepatitis B vaccine was manufactured using the hepatitis B surface
antigen manufactured in Example 1. aluminum hydroxide solution was
manufsclured by adding aluminum hydroxide gel to tha phosphate buffer
solution. The resuftant solution was siowly mixed, and the above antigen
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solution was dropped and was mixed by stirring slowly at 4°C for 15 hours for
thereby manufacturing hepatitis B vaccine, At this time, tha amount of the
hepatitis surface antigen was 80ug/ml which was high concentrated three times
comparad to the amount of the common hepatitis B surface antigen. in the
case of the first sample, the amount of the aluminum ion in the aluminum
hydroxide gel was 0.9mg/ml. in the case of the second sample, the amount of

the aluminum fon in the aluminum hydroxide gel was 1.5mg/mi(as shown in Fig.

2).

te M re

The DTP combined vaccine was manufactured using each antigen
manufactured in the second, thid and fourth examples. The aluminum
hydroxide solution was manufactured by adding aluminum hydmgide gel to the
phosphate buffer solution in the conventional method. As the resultant solution
was siowly mixed, each anfigen solution was dropped thereto and was mixed
by stiring slowly for thereby implementing a uniform adsorption, so that the
DTP combined vaccine was manufactured. At this time, the amount of each
antigen was concentrated 1.5 times high compared to the amount of each
component antigen of common DTP vaccine. The amount of the aluminum ion
in the aluminum hydroxide gel was 0.3mg/ml.

Each DTP vaccine and hepatltis B vaccine manufactured in Steps 1 and
2 were slowly mbad at the volume ratio of 2:1. In the case of the first sample,
surpius aluminum hydroxide gel was added so that the amount of the
aluminum lon in the aluminum hydroxide gel was finally 0.7mg/ml, and was
continuously mixed by stirring at 25°C for 1 hour for thereby manufachuring a
stable combined vaccine which does not Interact with cther components. In the
case of the second sample, surpius aluminum hydroxide gel was not added
and was continuously mixed by stiming at 25°C for 1 hour for thereby

23
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manufacturing combined vaccine. The amounts of the aluminum ions in the
aluminum hydroxide gel of the combined vaccines of the first and second
samples were 0.7mg/ml. For the test of antibody titer, the compaosition of the
combined vaccine was 20ug of the hepatitis B surface antigen, 25Lf of
diphtheria toxoid, 3Lf of tetanus toxold, 2.5ugPN of Pertussis toxoid, and
10pgPN of Pertussis FHA antigen{Pertussis FHA(filamentous hemagglutinin)
antigen based on 1mi{as shown In Fig. 2).

Example 7

Manufacture of combined vaccine including a whole cell Pertussis
antigen

Step 1, Manufacture of hepatilis B vaccine

The hepatitis B vaccine was manufactured using the hepatitis B surface
antigen manufactured in Example 1. An aluminum hydroxide gel was added to
phosphate buffer solution for thereby manufacturing the aluminum hydroxide
golution. As the solution was slowly mixed, the above antigen solution was
dropped and was fully mixed at 4°C for 15 hours for thereby manufacturing the
hepatitis B vaccine. At this ime, the amount of the hepatitis B surface antigen
was 80ug/ml which was concentrated three times high compared to the amount
of the common hepatitis B vaccine. In tha case of the first sample, the amount
of the aluminum ion was 0.9mg/ml in the aluminum hydroxide gel. In the case
of the second sample, the amount of the aluminum lon was 1.5mg/ml in the
aluminum hydroxide gel(as shown In Fig. 2).

tep 2. TP combined n

The DTP combined vaccine was manufactured using each antigen
manufactured in the Examples 2, 3 and 5. The aluminum hydroxide gel was
added to the phosphate buffer solution in the conventional method for thereby
manufacturing an aluminum hydroxide solution. As the resultant solution was
slowly mixed, the above antigen solution was dropped and was fully mixed. A
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uniform adsorption was implemented for thereby manufacturing a DTP
combined vaccine. At this time, the amount of each antigen was concentrated
1.5 times high compared to the amount of each component antigen of the
common DTP vaccine, The amount of the aluminum ifon was 0.3mg/ml In the
aluminum hydroxide gel.

te of DTP-he combined vaccin

Each DTP vaccine and hepatitis B vaccine manufactured in Steps 1 and
2 were slowly mixed at a volume ratio of 2:1. In the casa of the first sample, a
surplus aluminum hydroxide gel was added so thal the amount of the
aluminum ion was finally 0.7mg/ml in the aluminum hydroxide gel, and the
resultant solution was continuously mixed at 25°C for 1 hour for thereby
manufacturing a stable combined vaccine which does not interact with other
components. In the case of the second sample, surplus aluminum hydroxide
gel was not added, and the soiution was continuously mixed at 25°C for 1 hour
for theraby manufacturing a combined vaccine. The amounts of tha aluminum
lons in the aluminum hydroxide gel of the combined vaccines of the samples 1
and 2 wera 0.7mg/ml. For the test of antibody titer, the compaosition of the
combined vaccine was 20uxg of the hepatitis B surface antigen, SOLf of
diphtheria toxold, 10Lf of tetanus toxoid, and 200E of a whole cell Pertussis
antigen basaed on 1mi(as shown in Fig. 2).

Example 8. Test of antigenicity in combined vaccine

The test of antigenicity In combined vaccine manufactured by the
examples 6 and 7 was performed by the Enzyme Immuno Assay (EIA) using
monocional antibody and polyclonal antibody by comparison to the standard of

.each antlgen with respect to each antigen content.

In addition, the antigen adsarbed to the aluminum salt was removed by
the centrifugation for measuring the adsorption ratio of each antigen, and the
amount of the separated antigen was measured using the upper soiution.
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The average of each result were shown in Figs. 1 and 2 shows relative
antigenicity of each antigen.

Example 9. Test of antibody formation by combined vaccine

Test of antbody formation by hepatitis B surface antigen

The combined vaccine and hepatitis B vaccine manufactured In
Examples 6 and 7 were Iinoculated to ICR mice in which 16 mice were grouped
as the group 1, and a blood was collected from the ICR mice after 18 days.
Serum was separated from the blood. The antibody level against the hepatitis
B surface antigen was obtained based on the unit of IU/ml using the
EIA(Enzyme Immuno Assay) and calculated as in geomean antibody titer. The
titer of the combined vaccine was computed with respect to the hepatitis B
vaccine.

Fig. 2c and 2d shows relative antibody titer of combined vaccine with
repact to each antigen and Table 1 shows the vaiues of each titer.

Test of antibody formation by diphtheria antigen

The combined vaccine and DTP vaccine manufactured in Examples 8
and 7 were Inoculated to the ICR mice in which 16 mice are grouped as the
group 1. The blood was collected from the CIR mice after 28 days. Serum was
separated from the blood. The antibody level against the diphtheria antigen of
the serum was measured using the EIA(Enzyme Immuno Assay) based on the
unit of IU/ml and calculated as in geomean antibody titer, Thereafter, the titer of
the combined vaccine was measured companed to the DTP vaccine.

Fig. 2c and 2d shows relative antibody fiter of combined vaccine with
repect to each antige, and Table 1 shows the values of each titer.

Test of antibody formation by tetanus antigen
The combined vaccina and DTP vactine manufactured in Examples 8
and 7 were inoculated to the ICR mice In which 16 mice are grouped as the
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group 1. The blood was collected from the ICR mice after 28 days. Serum was
separated from the blood. The antibody level against the tetanus antigen of the
serum was measured using the EIA(Enzyme Immuno Assay) based on the
unit of IU/mi and calculated as in gaomean antlbody titer. Thereafter, the titer of
the combined vaccine was measured compared to the DTP vaccine.

Fig. 2c and 2d shows relative antibody titer of combined vaccine with
repact to each antigen, and Table 1 shows the values of each titer,

Test of antibody formation by Pertuasis antigen

The combined vaccine and DTP vaccine manufactured in Examples 8
and 7 were inoculated to the ICR mice in which 16 mice are grouped as the
group 1. The blood was collected from the ICR mice after 28 days. Serum was
separated from the blood. The antibody lavel against pertussis antigen of the
serum was measurad using the EIA(Enzyme Immuno Assay) based on the unit
of IU/mi and as in geomean antibody titer. Thereafter, the titer of the combined
vaccine was measured compared 1o the DTP vaccine.

Fig. 2c and 2d shows relative antlbody titer of combined vaccing with
repect to each antigen, and Table 1 shows the values of each titer.



10

15

WO 02055108

PCT/KR02/00034
24
Table 14
DTwP waccine | DTwP DTwP-HepB | DTwP-HepB | Creterion of
(Aluminium vaccine combined combinad Thter
Phosphate as | (Aluminlum vaccing waccine
an adsorbent) | Hydroxide e | (Sample A) | (8ampls B)
an adsorbent
Diphtheria >300 240.7 8011 128.1 Over
:ohmy(thnl) 30 1U/mi
Tetanus 1785 196.0 2189 230.7 Over
Potency(iL/mi) 40 IU/mi
Pertussis 202 32 254 55 Over
Potency(IlPU/ml) 8 IPW/mi
Hepatits B - - 196.8 103.9 Equal  or
Reldative over Vale
Potsncy(%) of Swndard
sample
Example 10.

Comparative effectiveness test with monkey

A test was performed for proving the immunogenicity in a primate of the
combined vaccine and comparing with the conventional single vaccine. The
combined vaccine manufactured In Example 8 was vaccinated to six monkeys
(group 2) formed of the same numbers of male and female monkeys, and each
component vaccine was vaccinated to 6 monkeys(group 1) formed of the same
numbers of male and femaie monkeys simultaneously. The same products as
the products vaccinaled to each group was re-vaccinated 30™ and 60™ days.
The blood was coliected from each experimental animal on 1%, 29*, 58", and
88™ days from the initlal vaccination date, and the antibody titer against each
disease was measured based on the ELISA method proper to the serum of the

monkey.

Fig. 3 shows the geomean antibody titer against each antigen of each

group.
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DUSTRIAL APP LITY

According to the present invention, It Is directed to a method for
manufacturing & combined vaccine for concurrently preventing the diseases
such as diphtheria, tetanus, pertussis, and hepatitis B, eic. which should be
prevented In an infant. By the present invention, It is possible to concurrently
prevent the diseases such as diphtheria, tetanus, pertussis, and hepatitis B
which should be prevented In an Infant using the combined vaccine according
to the present invention.

As the present Invention may be embodied in several forms without
departing from the spkit or essentia! characteristics thereof, It should also be
understood that the above-described embodiments are not limited by any of
the details of the foregoing description, unless otherwise specified, but rather
should be construed broadly within its spirt and scope as defined in the
appended claims, and therefore all changes and modifications that fall within
the meets and bounds of the claims, or equivalences of such meets and
bounds are therefore intended to be embraced by the appended claims.
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CLAIMS
1. A manufacturing method of a combined veccine, comprising the steps

of:

adsorption step of independently adsorbing each protective antigen to
adsorbent respectively with respect to varlous diseases; and

combination step of mixing each mentioned protective antigen adsorbed
to the adsorbent .

2. The method of claim 1, wherein the protective antigen is the antigen
selectad from the group comprising diphtheria antigen, tetanus antigen,
pertussis antigen, heptatitis B antigen, or two or more combination therecf.

3. The method of claim 1, whenein the adsorbent is aluminum hydroxide
gel.

4 The method of claim 3, wherein aluminum ion concentration of the
aluminum hydroxide gel after the manufacture of a combined vaccine is in the
range of 0.5~1.25mg/ml.

5. The method of either claim 3 or 4, further comprising a step of.
adding the adsorbent in which the final aluminum ion concentration doas
not exceed in the range of 0.5 ~1.25mg/ml In aluminum hydroxide gel.

6. The method of claim 2, wherein a recombinant hepatitis B surface
antigen as the hepatitis B antigen Is combined by the amount of 5~10ug based
on the pediatric dose.

7.  The method of claim 8, further comprising a step of:
adding a neutral aurfactant such as polysorbate 20, polysorbate 80 and
triton X-100.
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8. The method of clalm 8, wherein said hepatitis 8 antigen is mixed by
stiming with an adsorbent at 2~8°C for 3~20 hours and is matured and
adsorbed.

9. The method of claim 2, wherein the diphtheria toxoid detoxified as a
diphtheria antigen is combined by the amount of 10~25Lf based on the
pediatric dose.

10. The method of claim 2, wherein the tetanus toxoid detoxified as a
tetanus antigen is combined by the amount of 1~5Lf based on the pediatric
dose.

11. The method of claim 2, wherein the pertussis mtigeﬁ including the
purified antigens Is combined by the amount below 20ugPN based on the
pediatric dose or the whole cell pertussis antigen is combined by the amount
below 200E based on the pediatric dose.

12. The method of claim 11, wherein mentioned purified pertussis antigens
include pertussis toxold and pertussis FHA (flamentous hemagglutinin).

13. A combined vaccine produced according to any of the methods
claimed in Claims 1 to 12.
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METODO DE FABRICACION DE VACUNA COMBINADA
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO TECNICO

La presente Invencién se refiere al método de fabricacién de vacuna combinada capaz de
prevenir simultineamente varias enfermedades de infantes, tales como difteria, tétano, tos

ferina, hepatitis B, y otras enfermedades, que deben ser prevenidas en los infantes.
ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Una vacuna combinada esté dirigida a una vacuna fabricada mediante la combinacién de
antigenoe protectivos para cada enfermedad con respecto a varias enfermedades
infecciosas o una vacuna fabricada mediante la combinacidn de varios antigenos

relacionados para prevenir una enfermedad infecciosa.

Como ejemplos de lo anterior, existen: una vacuna DTP capaz de aumentar una inmunidad
con respecto a la difteria, tétano y tos ferina, una vacuna MMR capaz de aumentar una
inmunidad con respecto a sarampibon, paperas, y sarampién aleman, y enfermedades
infecciosas similares. Las vacunas anterioras han sido empleadas durante 20 afios. Como
ejemplos de las Uitimas, existen una vacuna de neumococo fabricada mediante la
combinacién de 14 o 23 polisacéridos de neumococo capaz de aumentar una inmunidad a la
neumonlia, y una vacuna de meningococo fabricada mediante la combinacién de 4
polisacdridcs de meningococo, capaz de aumentar una inmunidad para proteger la
meningitis, y enfermedades infecclosas similares. Las vacunas anteriores han sido

empleadas por algunos aflos.
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Las vacunas anteriores han sido empleadas por muchos afios, debido a su desarrollo son
bien reconocidas por sus altos efectos inmunogénicos y menores efectos colaterales, con
relacion a cada enfermedad infecciosa y con su buena adaptacién para proteger varias
enfaermedades. Los desamolladores de vacunas estan disefiando recientemente varios tipos
de vacunas combinadas por las razones anteriores. Como las vacunas combinadas
anteriores, existen: una vacuna (Publicacién Internacional No. 98/13908) fabricada mediante
la combinacién de una vacuna DTP, vacuna de encefalomeningitis bacterial (vacuna Hib),
vacuna de polio inactivado, y vacuna de hepatitis B. Una vacuna combinada es desamollada
mediante la combinacién de polisacaridos neumococo y meningococo conjugados con
proteina. Una vacuna capaz de prevenir la infeccidn intestinal relacionada con cada bacteria

causante de célera, tifoidea, disenteria, y diarmea, sera desamollada pronto.

La vacuna combinada preparada cuando se combina cada antigeno para prevenir ofras
enfarmedades infecciosas tiene ventajas ya que disminuye el nimero de vacunaciones, y el
suminisiro de vacunas es simple, por lo fanto disminuye él costo. De acuerdo con el
programa de vacunacién infantii recomendado por la Asoclaciéon Peditrica (1897), los
infantes reciben muchos vacunas dentro del primer afio luego del nacimiento, y una
inyeccién de vacuna algunas veces, se superpone con diferentes vacunas debido a
conveniencia o enfermedad. Por lo tanto, es importante inocular los infantes basado en un
método apropiado, y de este modo proporcionar una cierta conveniencia tanto para las
personas vacunadas como para las personas inoculadas. En particular, como el programa de
vacunacién estandarizado, las vacunaciones de DTP y de hepatitis B son programadas para
realizar tres veces vacunaciones primarias dentro del primer afic de los infantes y vacunas
de refuerzo. Adicionalmente, dado que los programas de vacunacién recomendados son

similares, se puede presentar el problema de vacunas que e superponen.
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Los inventores de la presente invencién realizaron una investigaclén para proporcionar una
cierta conveniencia para la vacunacion, tanto para las pereonas vacunadas como para las
personas inoculadas mediante el desarrolio de la vacuna combinada de las vacunas de DTP
y de hepatitis B y la estabilizacién del suministro de la vacuna, y de este modo proporcionar

un beneficio de vacunacién para més personas.

Dado que la investigacion sobre la vacuna combinada estd principalmente dirigida a
combinar cada antigeno componente de los productos de vacuna, el cual es proporcionado
en la inmunidad y estabilidad, es importante para la investigacién anterior el desarmrolio del
método de combinacién, importante para minimizar la variacién en la reaccién e inmunidad
que ocurre debido a una interaccién entre cada antigeno protectivo y el adsorbente. Con la
culminacién del desarrollo, se han revisado la homogeneidad y estabilidad de las
formulaciones de vacunas combinades. En la presente invencion, la investigacién ha sido
realizada con base en la vacuna DTP y la vacuna de hepatitis B, las cuales son probadas por

su inmunidad y estabilidad.

Como un método para combinar cada vacuna componente, existen: un método (Publicacion
Intemacional Nos. WO 99/13808 y WO 00/7823) de simple combinacién de productos de
cada vacuna componente, un método (Publicacién Intemacional No. WO 99/13908) de
administracién simulténeamente cuando la vacunacién se realiza, empleando el contenedor
diseflado especialmente, y un método de fabricacién de vacuna combinada por mezcia de
cada componente de vacuna e ingredientes en una formulacion. En lo que respecta al
suministro de vacuna, el empleo de la vacuna combinada preparada por los dos métodos
anteriores son similares al empleo de cada vacuna monovalente de manera individual,
requlere de méas atencién para manejar vacunas que cada vacuna monovalents, tanto asi
que no existe una ventaja emplear este tipo de vacuna combinada. Adicionalmente, no es

posible realizar una investigaciéon respecto a la variacién de la inmunidad y la de los efectos
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colaterales. Por lo tanto, es preferible que cada componente de vacuna sea mezclado en una

formulacién como un producto en la investigacion de ia vacuna combinada.

El propésito de la presente invencién es proporcionar un método de fabricacién de vacuna
combinada capaz de prevenir varias enfermedades de infantes que incluyen difteria, tétano,
tos ferina y hepatitis B, que deben ser prevenidas en Infantes.

DIVULGACION DE LA INVENCION
De conformidad, es un objeto de la presente invencién pruporcionar' el método de fabricacién
de vacuna combinada para prevenir simultdneamente varias enfermedades de infantes tales

como difteria, tétano, tos ferina y hepatitis B, que deben ser prevenidas en infantes.

Con el fin de alcanzar el objeto anterior, se proporciona un método de fabricacién de una

vacuna combinada, que comprende las etapas de:

La etapa de adsorcion de adsorber de manera independiente cada antigeno protectivo a un
adsorbente respectivamente con respecto a varias enfermedades; y

La etapa de combinacién de mezclar cada antigeno protectivo mencionado adsorbido al
adsorbentse.

Y también proporciona el método en donde el antigeno protectivo es el antigeno
seleccionado del grupo que comprende el antigeno de difteria, antigeno del tétano, antigeno

de la tos ferina, antigeno de la hepatitis B, o dos 0 més combinaciones de los mismos.

Y también proporciona el método, en donde el adsorbente es gel de hidréxido de aluminio.
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Y, con el fin de alcanzar el objeto anterior, se proporciona una vacuna combinada como se

produce de acuerdo con cualquiera de los métodos anteriores.

Més especlficamente, la presente invenclén proporciona el método de fabricacién de una
vacuna combinada que incluye las etapas de adsorcién de manera independiente de cada
antigeno protectivo a un adsorbente de un gel de hidrdxido de aluminio con respecto a varias
enfermedades tales como la difteria, tétano, tos ferina, y hepatitis B que deben ser
prevenidas en los infantes, y la combinacién de cada antigeno protectivo adsorbido al
adsorbente luego de la adsorcién.

Los antigenos de la presente invencién no estan limitados por las enfermedades

mencionadas pero aplican a varios antigenoa de varias enfermedades.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La presante invencién sera entendida mejor con referencia a los dibujos que la acompafian
que son Unicamente proporcionados a manera de ilustracion y por lo tanto no limitan la

presente invencion, donde;

La Fig. 1 es una vista que ilustra una proporcién de adsorcién de cada antigeno componente
basado en la concentracion de un adsorbente. El toxoide de difteria, el toxoide del tétano, y
el antigeno de superficle del virus de la hepatitis B son componentes del antigeno de difteria,
del antigeno del tétano, y del antigeno de la hepatitis B, y el toxoide de tos ferina y el
antigeno de tos ferina FHA (Corplsculo aglutinante de sangre en forma de hilo de tos ferina)

son cada uno de los componentes de un antigeno de tos ferina purificado;
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La Fig. 2a a 2d son vistas que ilustran una antigenicidad e inmunidad basadas en un método
de adsorcién, en donde la muestra 1 es una muestra en que el excedente del gel de
hidroxido de aluminio se adiciona después de que Ila combinacién de cada vacuna
componente se completa, y ia muestra 2 es una muestra en que dicho adsorbente de la
misma concentracién es previamente adicionado antes de que la combinacién sea completa;
las Fige. 2a y 2b son vistas que ilustran la antigenicidad relativa de las muestras 1 y 2
respectivamente y, las Figs. 2c y 2d son vistas que llustran el nivel relativo de formacién de

anticuerpo contra cada antigeno de las muestras 1 y 2 respectivamente.

La Fig. 3 o8 una vista que llustra el nivel de formacién de anticuerpo contra cada antigeno en
el suero obtenido de monos a los que se administré una vacuna combinada preparada de
acuerdo con la presente invencién o simultdneamente cada producto de vacuna de DTP y
hepatitis B, basado sobre la fecha de recoleccién de las muestras de sangre de cada mono.
El grupo 1 estd designado respecto de cada vacuna de DTP y hepatitis B administradas
simultdneamente, y el grupo 2 estd designado respacto de una vacuna combinada

administrada.

MODOS PARA LLEVAR A CABO LAS REALIZACIONES PREFERIBLES

Como método para fabricar la vacuna combinada que corntiene cada vacuna componente
como un producto, el método anterior se divide en dos etapas: un método para la etapa de
combinacién de antigenos que forman cada vacuna componente y que realiza una adsorcién
empleando un adsorbente y un método para la etapa de combinacién de los antigenos
previamente adsorbidos, en el caso que un absorbente sea empleado como un componente
en dicho método. Sin embargo, en el caso que cada antigeno componente sea mezclado
primero, una capacidad de adsorcién con respecto al adsorbente de cada antigeno puede
disminuir debide a la interaccién entre antigenos e Ingredientes en solucién. Adicionaiments,
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la adsorcién entre el adsorbente y el antigeno componente se optimiza bajo cada condicién
independiente. Si los procesos de adsorcién anteriores son realizados simulténeaments, la
proporcién de adsorcién puede ser disminuida debkio a una diferencia en la condicion de
adsorcién de cada antigeno componente. Dado que la interrelacién entre la proporcién de
adsorcién con respecto al adsorbente del antlgeno componente y la inmunidad de la
vacuna es en proporcién inversa, la Inmunidad de la vacuna combinada, que es fabricada el
proceso realizado simultdneamente, puede ser disminuida comparada a la inmunidad de

cada vacuna monovailente.

Por lo tanto, los inventores de la presente invencién han juzgado que es aproplado fabricar
una vacuna combinada mediante la preparacién de una soluclén a granel de cada antigeno
componente, realizando de manera independiente una adsorcidn de cada antigeno y
combinando juntos los antigenos adsorbidos.

Adicionalmente, en el caso que cada antigeno componente eea combinado en cada tipo de
adsorcidn, la concentracién final de cada antigeno componente en la vacuna combinada
debe ser la misma a la concentracibn del antigeno componente en cada vacuna
monovalente convencional, para comparar la inmunidad y las caracteristicas de los
antigenos de vacuna en los productos de vacuna. Por lo tanto, para fabricar la vacuna
combinada, el antigeno componente rﬁﬁs concentrado que una vacuna individual es
adsorbida y luego combinada. La vacuna DTP es fabricada con base en una adsorcién
empleando el antigeno que es concentrado 1.5~2 veces, y la vacuna de hepatitis B es
fabricada empleando el antigeno que es concentrado 2~3 veces. La concentracion final de
cada antigeno componente de la vacuna combinada de acuerdo con la presente invencién
se hace coincidir con la concentracién de cada vacuna individual ajustando la proporcién de

combinacién de cada antigeno.
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De acuerdo con la prasente invencion, los inventores realizaron varios estudios de
combinaciones para desarrollar 1a vacuna combinada. En este caso, el contenido final de
cada componente inmune en un producto de vacuna es el mismo que el contenido de la
vacuna monovalente. Adicionaimente, el cambio de la proporcién de adsorcidn de cada
antigeno es monitoreadc mediante el control del contenido del absorbente y otros
componentes. Cada muestra que tiene un cambio minimo en la proporcién de adsorcién es
inmunizada dentro de pequefics animales para comparar el nivel de la formacién de
anticuerpos. Un método de combinacién adecuado fue seleccionado mediante la revisién de

resultados de formacién de anticuerpos en animales pequefios.

Adicionalmentse, como resultado de la revisién con respecto a los adsorbentes de la vacuna
actualmente comercializada DTP y la vacuna de hepatitis B, el gel de hidréxido de aluminio, y
ol gel de fosfato de aluminio fueron principaiments empleados. Se sabe que la adsorcién de
la proteina a cada gel de aluminio es causada por una carga eléctrica en la superficle de
cada proteina y un componente gel. Y también se sabe que el gel de hidrdxido de aluminio
tiene una carga eléctrica de superficie positiva en un rango de pH fisioldgico, y el gel de
fosfato de aluminio tiene una carga eléctrica de superficie negativa (*Vaccine Design- The
subunit and Adjuvant approach™("Enfonque de subunidad y adyuvante”), ed. Por M.F. Powell
& M. J. Newman, 1095, p 229-239). En el caso en que los dos tipos anteriores de geles de
aluminio sean empleados simultaneamente, ocurre una determinada interaccién, para que el
tamafio de particula en la soluclén pueda ser aumentado, y la capacidad de adsorcién a la
proteina pueda ser disminuida. Adicilonaimente, la carga eléctrica de superficie de cada
antigeno componente de la vacuna de hepatitis B y la vacuna combinada tiene generaimente
una carga eléctrica de superficle negativa en un rango de pH fisiolégico. Por lo tanto, el gel

de hidréxido de aluminio es adecuado como un adsorbeante.
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En la técnica convencional, el componente del adsorbente tal como el gel de hidréxido de
aluminio y el gel de fosfato de aluminio fue co-empleado (Publicacién Intemacional No. WO
83/24148) pero con base en la razdn anterior, los inventores de la presente invencién
cansideraron que el adsorbente de la vacuna combinada debe tener el mismo tipo de sal, y
el gel de hidroxido de aluminio empleado como un adsorbente, es un factor importante para

obtener una proporcién de adsorcién segura de cada antigeno components.

Pero es evidente que el adsorbente no solo cubre el gel de hidréxido de aluminio sino

también sus equivalentes en [a presente invencién.

Adicionalmente, en la vacuna combinada preparada mediante la presente invencién, otros
antigenos componentes excepto el antigeno de la hepatitis B incluyen protelnas como un
componente principal, en tanto que, en el caso de la vacuna de la hepatitis B, el antigeno
existe generaimente en un tipo de particula que incluye una capa de fosfolipido. Por lo tanto,
se prefiere que cuando se fabrique la vacuna de Ia hepatitis B para una vacuna combinada
preparada mediante |la presente invencién, con el fin de disminuir una cierta interferencia por
ofros antigenos con respecto al componente fosfolipldico del antigeno de la vacuna de la
hepatitis B que incluye una capa de fosfollpido, se adicione un surfactante neutro tal como
Polisorbato 20 (Tween 20), Polisorbato 80 (Tween 80) y Triton X-100.

Dado que el titulo de la vacuna de hepatitis B tiende a disminuir en caso de que la cantidad
del surfactante neutro sea alto, es preferible que el surfactante neutro se adicione a la razén
de masa por debajo del 50% con respecto a la cantidad de proteina del antigeno de
superficie de la hepatitls B pero la cantidad anterior no se limita en la presents invencion.

En la presente invencién, Difteria corynebacterium, PW No. 8 como un antigeno de la difteria
se prepara y cultiva en un medio de cultivo adecuado. Se prefiere el toxolde de difteria, el
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cual es obtenido por destoxificaciéon de la toxina de difteria que es purificada mediante un
método convenclonal. La cantidad del antigeno es preferiblemente 10~25 Lf basado en la
dosis pediatrica. Como un antigeno de tétaro, el tetanii Clostridium, Harvard, es cultivado en
un medio de cultivo adecuado bajo condicién anaerdbica. El toxoide del tétano, el cual es
obtenido por destoxificacion de la toxina del tétano se purifica por el método convencional
adecuado. La cantidad del antigeno es preferiblemente 1~5 Lf basado en la dosis pedidtrica.
Adicionalments, el antigeno de Tos ferina es cultivado en un medio de cultivo adecuado
empleando Bordetella pertussis, Tohama fase |, y miltiples clases de protelna de antigeno
que incluye un toxoide de Tos ferina que son purificados por un método convencional en un
sobrenadante de cultivo y destoxificado. Los antigenos de tos ferina purificados o un
antigeno de célula completa de tos ferina es adecuado. Aqul, se proporciona el método de
fabricacién de una vacuna combinada el cual en el caso de las muiitiples clases de
antigenos, la cantidad total de los antigencs estd por debajo de 20ugPN basado en la dosis
pedidtrica, y en el caso del antigeno de célula completa de tos ferina, [a cantidad del
antigeno esta preferiblemente por debajo de 20 OE basado en la dosis pedidtrica. La
presente invencién estd dirigida adicionalmente, a un método para fabricar una vacuna
combinada en que las multiples protelnas de antigeno purificadas incluyen un toxoide de tos
ferina destoxificado y antigeno de hemaglutinina filamentosa (FHA).

Preferiblemente, la presente invencién esti dirigida a un método para la fabricacién de una
vacuna combinada de tal manera que la cantidad de antigeno de superficie del virus de
hepatitis B racombinante, el cual se fabrica por un método de ingenieria genética como un
antigeno de hepatitis B, es 5~10ug basado en la dosia pedidtrica. Mas preferiblemente, la
presente invencidn esté dirigida a un método para fabricar de tal manera que el antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B, es adsorbido a un adsorbente mediante mezcla con

agitacién a 2~8°C por 3~20 horas. Con el fin de encontrar el contenido 6ptimo de adsorbente

&
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para la fabricacién de la vacuna combinada, la proporcién de adsorcién para cada antigeno
componente fue analizada a cada concentracién de adsorbents. Como resultado, cuando la
concentracion final del i6n aluminio estd por debajo de 0.5mg/ml al momento en que la
combinacién final se completa, la proporcién de absorcibn de cada antigeno fue
relativamente disminuida (como se muestra en la Flg. 1). Adicionalmente, la concentraclén
del i6n aluminio esta estipulada para ser por debajo de 1.25mg/ml en el gel de aluminio
empleado para la vacuna por regulacibn (WHO, “Requirements for diphtenia, tetanus,
pertussis and combined vacines® ("Requerimientos para difteria, tétano, tos ferina y vacunas
combinadas®) en Technical Report Series Nos. 800, 1990, p 87~179). Por lo tanto, como el
gel de hidréxido de aluminio, la concentracién final del ién aluminio esta preferiblemente en
el rango de 0.5~1.25mg/ml y més preferiblemente en el rango de 0.7mg/mi.

Adicionalmente, con el fin de prevenir una posibilidad que la proporcién de adsorcién de
cada antigeno componente ge disminuya por una fuerza de repulsién causada entre cada
antigeno componente, incluso después de que la combinacidn de cada componente se
complete, la antigenicidad y el nivel de formacion de anticuerpo de cada antigeno
componente son convertidos al porcentaje relativo para comparar aquellos valores entre dos
muestras: una muestra en la que sl otro componente excepto un gel de hidréxido de aluminio
es previamente combinado y luego se afiade adicionalmente exceso de gel de hidréxido de
aluminio y una muestra en la que el adsorbente de la misma concentracién es previamente
adicionado antes de que la combinacién se complete. El cambio de la antigenicidad y el nivel
de formacién de anticuerpo disminuyen cuando el exceso de adsorbente se adiciona incluso
luego de que la combinacién de cada componente se complete (como se muestra en la Fig.

2).
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Adicionalmente, en el caso de la muestra en que el polisorbato 80 (Twaen 80) ss adiciona, la
antigenicidad y titulo con respecto a la hepatitis B fueron mantenidos {como se muestra en la
Fig. 2). Se eapeﬁ que un resultado similar se pudiera obtener incluso cuando surfactantes
neutros tales como polysorbato 20 y tritbn X-100 son usados dentro de la concentracién
adecuada. Como se muestra en la Fig. 2, la muestra 1 y la muestra 2 son preparadas de
forma que el exceso de gel de hidréxido de aluminio es afiadido de manera adicional
después de que la combinacién de cada componente se completa, y que el adsorbente de la

misma concentracién es previamente adicionado antes de que [a combinacién se complets,

respectivamente.

Preferiblemente, la presente invencion esta dirigida a un método para fabricar una vacuna
combinada en la cual, la concentracién del ién aluminio del gel de hidréxido de aluminio esté
en un rango de 0.5~1.25mg/ml. Mds preferiblements, la presente invencion esta dirigida a un
método para fabricar una vacuna combinada que incluye una etapa de adicién de exceso de
adsorbente en el rango que no excede el rango de concentracién del i6n aluminio de
0.5~1.25mg/ml después de que son combinados los antigenos protectivos adsorbidos al
adsorbente. En una realizacién preferible de la presente invencion, es posible mantener una
adsorcién Inherente de cada antigeno componente en la vacuna combinada y aumentar una

inmunidad.

Como el antigenc de tos ferina, un antigeno de tos ferina purificado es empleado de manera
general en Corea y otros varios palses. Dado que en algunos palses Americanos y palses
del tercer mundo emplean el antigeno de célula completa de tos ferina, el cual es
destoxificado. Por lo tanto en la presente invencidn, el rango aplicable de la vacuna
combinada se amplia por el estudio sobre el método de combinacién que emplea el

antigeno de célula completa de tos ferina. En este caso, la combinacién fue realizada en el
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mismo método como se emplea el mencionado antigeno de tos ferina purificado y de este
modo obtener una muestra capaz de mantener una inmunidad de cada componenta (como

se@ muestra en la Tabla 1).

En el caso de la vacuna DTP que incluye el antigeno de célula completa de tos ferina, un gel
de fosfato de aluminio es generaimente empleado como un adsorbente. Sin embargo, con el
fin de fabricar una vacuna combinada con respecto al antigeno de la hepatitis B, la vacuna
DTP fue fabricada empleando el gel de hidréxido de aluminio. En este caso, la inmunidad
con respecto a la tos ferina fue disminuida, pero cuando un exceso de gel de hidréxido de
aluminio fue afladido de manera adicional luego de que la combinacién de cada vacuna
componente estuvo completa (muestra A), fue posible mantener una inmunidad deseada.
Como una referencia, la muestra B es preparada de tal forma que el adsorbente de la misma

concentracién fue previamente adicionado antes de que la combinacién se completara.

La seguridad y eficacia de la vacuna combinada fabricada de acuerdo con la presente
invencién fueron probadas con base en los siguientes métodos. Primero, una sobredosis de
vacuna combinada fue administrada a un roedor, y se comprobé que no se observara lesién
como resultado de la blopsia (No se proporciona el resultado de la misma). Adicionalmente,
el nivel de anticuerpos contra cada antigeno fue medido en un grupo (grupo 2) en el cual se
administrd una vacuna combinada a un mono y en un grupo (grupo 1) en el cual cada
vacuna de DTP y hepatitis B fue administrada simultdneamente. Como resultado de la
prueba-t con respecto a la cantidad de anticuerpos entre los dos grupos, cuando se compara
el resultado del grupo 2 con el resultado del grupo 1, se evalud que la vacuna combinada
mostré inmunogenicidad igual o mejor contra cada antigeno que un grupo de inyacciones
simultdneas de cada vacuna (como se muestra en la Fig. 3. No se proporcionan los

resultados de la estadistica).

3
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En conclusion, el método de combinacién se desar;'ollb en la presente invencién, en el cual
una interaccion entre diferentes componentes inmunes fue minimizada, y cada efecto
inmunogénico no disminuyé. Cuando se divide cada componente inmune empleado por la
vacuna combinada con base en propledades fisicas y quimicas, los componentes
inmunogénicos pueden dividirse en un antigeno de protelna (antigeno de difteria, antigeno
del tétano, antigeno de tos ferina purificado), un antigeno compuesto de proteina y capa
fosfolipldica (antigeno de la hepatitie B), y un antigeno compuesto de célula completa
muerta (un antigenc de célula completa de tos ferina),etc. Por lo tanto, se puede predecir
gue una combinacién con otro antigeno de vacuna individual puede implementarse con base
en las caracteristicas fisicas y quimicas de los componentes. Una combinacién de una
vacuna adicional puede ser posible con respecto a las enfermedades (influenza hemofilus,
polio), que deben ser prevenidas en los infantes por la combinacién de vacunas preparadas

de acuerdo con la presente invencion.

El periodo de vacunacion del cuerpo del agente del agente de vacuna combinada de
acuerdo con la presente invencién puede ser los periodos de vacunacién anteriores de la
vacuna DTP o la vacuna de la hepatitis B. En el caso que exista e! antigeno de la hepatitis B
en el cuerpo de la madre, es preferible inocular tres veces en el segundo, cuarto y sexto
mes. En caso de que no exista la hepatitis B en el cuerpo de la madre, como pericdo de
vacunacién apropiado, la vacuna de la hepatlitis B es inoculada de manera individual
después del nacimiento, y luego la vacunacién adicional se realiza empleando una vacuna
combinada. Una adecuada vacunacién con respecto a los Infantes puede ser llevada a cabo
mediante el método de inyeccién muscular ¢ hipodémica. La dosis del antigeno de difteria,
tétano, toa ferina y hepatitis B respectivamente en la vacuna combinada de acuerde con la
presente Invencién, es la misma que la dosis para el infante del antigeno de cada vacuna

individual.
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EJemplo 1

Fabricacién del antigeno de hepatitis B

La célula de levadura que es capaz de expresar el antigeno de superficie de la hepatitis B
mediante el método de ingenieria genética es cultivada de manera intensiva. 1Kg del
precipitado de células de levadura el cual es obtenido por la centrifugacion, es diluido a una
proporcién de 1:2 en una solucién amortiguadora (NaCl 0.5M, EDTA 10mM, timerosal 0.01%,
fosfato 0.1M, pH 7.0). La solucién diluida fluye a través de un beator de botfn de vidrio (o
Dinomil) para de este modo romper las paredes celulares y asl sucesivamente. La solucién
obtenida se adiciona con un surfactante neutro (grupo tween o grupo Tritdn) por 0.5% y se
mezcla de manera uniforme por agitacién a 4°C. El hidréxido de sodio fue adicionado a la
solucién resuitante para de este modo obtener un pH de 11 y luego se mezcla por agitacién
a 4°C por 5 horas. Una solucién diluida de acide clorhidrico se adiciona a la solucién
resultante para de este modo obtener un pH de 4. El precipitado se retira por centrifugacién a
6000 rpm por 15 minutos, empleando una méaquina centrifuga (ROTOR: JA-14, Beckman Inc.
USA), y se obtuvo la soluclén superior que incluye el antigeno de superficie de la hepatitis B.
El pH de la solucién superior se ajustd a 7, y luego se le adicioné sllica y se mezclé a
4~25°C por 3~16 horas, para que el antigeno de superficie de la Hepatitis B fuera adsorbido
a la sflica. La silica gel que es preferiblements empleada en la presente invencién es Aerosil
380 (Degussa, USA) que incluye sllica fina de hidratacién o sllica anhidra que tiene un drea
de superficie vilida de 100~500mm?g. Con el fin de retirar contaminantes de la silica para
que el antigeno de superficie de la hepatitis B sea adsorbido, la solucién resultante fue
lavada dos veces empleando una solucién amortiguadora de fosfato de sodio- cloruro de

sodio de pH 7. La sllica lavada fue contactada en una solucién amortiguadora de carbonato
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de sodio de pH 9.8 por aproximadamente 2 horas y de este modo desorber el antigeno de
superficie. Entonces, el antigeno de superficie separado tuvo una pureza de proteina por
encima del 90% en la solucién. La solucién resultante fue fluida en la DEAE-Sefarosa
(PHARMACIA; Suecia) que fue balanceada empleando dicha solucién amortiguadora de
sodio, y de este modo unir de manera especifica un antigeno de superficie y retirar las
substancias separadas en la columna empleando dicha solucién. Los contaminantes
ligeramente unidos sobre la columna fueron eluidos empleando la solucién amortiguadora
que incluye cloruro de sodio de 0.05~0.1M. Después, el antigeno de superficie de |la hepatitis
B fue eluldo empleando dicha solucién amortiguadora que incluye cloruro de sodio de 0.2M.
Entonces, la solucién elulda fue concentrada empleando una membrana de ultrafiltracién,
que es capaz de separar las substancias de peso molecular por encima de 100,000, y el
precipitado fue separado por centrifugacion y retirado, y la solucién superior fue recolectada,
y se realizé cromatografia de impregnacién de gel (Sefarosa CL-4B, PHARMACIA, Suecia)
con reepecto a la solucién superior recolectada. Las fracciones que incluyen un antigeno de
superficie puro, fueron confirmadas por eleciroforesis y fueron empleadas como antigeno de
la hepatitis B. Adicionalmente, con el fin de disminuir una interaccién con cada uno de los
antigenos de superficie de la hepatitis, e adicioné tween 80 a 0, 5, 10ug por 1ml, y luego se

observd el efecto del tween 80 (como se muestra en la Fig. 2).

Ejlemplo 2

Fabricacién del toxoide de difteria

La bacteria corynebacterium PW No. 8 fue cultivada a 35°C por 24 horas en el medio de

cultivo nutrido con agar (DIFCO, USA) y fue subcultivado dos veces. Una de las colonias fue
cultivada a 35°C por 24 horas en 2 ml de medio de cultivo de infusién de corazén cerebro
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(DIFCO, USA), y 1.2ml de éste fue inoculado a 300ml de medio de cultivo Muller modificado
(Referirse a: Stainer, y otros, Canadian J. Microbiol., 14:155, 1968), y fue cultivado a 35°C

por 38 horas. Después del cultivo, las células fueron retiradas de la solucién de cultivo, y la
solucién de toxina fue recolectada y fue adicionada con sulfato de amonio a 4°C. La
concentracién final fue hecha en 25% (p/v), y el pH fue ajustado en 8.0. La solucién de
cultivo que tiene el pH ajustado y la concentracién de sal fue adicionada gota a gota en una
columna de fenilsefarosa la cual fue previamente balanceada empleando solucién
amortiguadora Tris 10mM de pH 8.0 que incluye 25%(p/v) de sulfato de amonio. La solucién
amortiguadora igual a la de la solucién de balance de la columna y solucién amortiguadora
Tris 10mM (pH 8.0) que incluye 15% (p/v) de sulfato de amonio, fue fluida de manera
secuencial a la columna, para de este modo retirar impurezas. La toxina fue eluida
empleando solucién amortiguadora Tris 10mM (pH 8.0) que no incluye sal. La solucién eluida
de toxina de difterla fue recolectada y dializada a solucién amortiguadora de fosfato 10 mM
(pH 7.4) que incluye cloruro de sodio de 150mM. Después de que el proceso de didlisis se
completd, se adiciond formalina, para que la concentracién final fuera 0.05% (p/v), y la
solucién resultante fue reaccionada a 37°C por 1 hora, y se adicioné lisina para de este modo
obtener la concentracién final de 0.05M y luego, la solucién resultante fue destoxificada a
37°C por 4 semanas. La solucion de toxoide fue dializada en solucién amortiguadora de
fosfato 10mM (pH 7.4) con cloruro de sodio para de este modo remover completamente la
formelina, y fue adicionado timerosal para tener una concentracién final de 0.01% (p/v). La

solucién resultante fue empleada como solucién de toxoide de difteria.

Ejemplo 3

Fabricacién del toxoide del tétano
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El Clostridium tetanii (Cepa Harvard) fue cultivado mediante el método de agar fundido con
medio de agar de bilis de higado esterilizado (DIFCO, USA). Unas colonias del cultivo
anterior fueron inoculadas dentro del medio de cultivo de Infusién de corazén cerebro
(DIFCO, USA) que incluye 2ml de extraccién de levadura 0.3% (p/v) (DIFCO, USA) que tiene
ol nivel de oxigeno disminuido, y fueron cultivadas a 35°C por 24 horas en estado
anaerdbico. Y luego, la solucién de cultivo fue inoculada dentro de 500ml de un medio de
cultivo de infusién de corazdn cerebro completamente saturado de nitrégeno (DIFCO, USA)
que incluye 0.3% (p/v) de extraccién de levadura (DIFCO, USA) y fueron cultivadas a 35°C
por 7 dias en estado anaerbbico. Después del cultivo, las células fueron retiradas de la
solucién de cultivo, la solucidn de toxina fue recolectada y adicionada con sulfato de amonio
8 4°C para de este modo obtener la concentracién final de 80% (p/v) y fue mezclada por mas
de 24 horas y fue completamente mezclada para de este modo obtener un precipitado por
centrifugacién. El precipitado fue disuelto en una pequefia cantidad de agua destilada, y el
material insoluble fue retirado. La solucién resultante fue adicionada gota a gota en una
columna de sefagril S-100 la cual fue previamente balanceada empleando solucién
amortiguadora Tris 10mM (pH 8.0) que Incluye cloruro de sodio 0.5M. La misma solucidn
amortiguadora fue fluida para de este modo elulr la toxina separada. La solucién de toxina de
tétano fue recolectada y dializada en una solucién amortiguadora de fosfato 10mM (pH 7.4)
que incluye cloruro de sodio 150mM. Después de la didlisis fue adicionada formalina para
tener una concentracién final de 0._025% (piv) y fue reaccionada a 37°C por 1 hora. Después,
fueron adicionados lisina y carbonato hidrégeno de sodio para tener una concentracién final
de 0.05mM y 0.04M, respectivamente, y fue madurado a 37°C por 4 semanas y fue
destoxificada. Luego de la destoxificacién, la solucién de toxoide fue dializada en solucién
amortiguadora de fosfato 10mM (pH 7.4) que incluye cloruro de sodio 150 mM, y la formalina
fue completamente retirada. Fue adicionado timercsal para tener una concentracién final de

0.01% (p/v) y fue empleada como solucidn de toxoide de tétano.
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Elemplo 4

Fabricacién de la proteina antigeno purificada de tos ferina

Bordetella pertussis, Tohama fase | fue cultivado en medio de cultivo de agar Bodet-Gengo
(DIFCO, USA) que incluye sangre de conejo al 15% a 35°C por 72 horas y fue pasada dos
veces. Unas colonias fueron inoculadas dentro de 50ml de medio de cultivo de stanor-sholte
y fue cultivado a 35°C por 48 horas. La solucién cultivada resultante fue re-inoculada en 500
ml de medio de cultivo de stanor-sholte cambiado (referirse a Imazumi y otros, INFECT.-
IMMUN., 1883, vol 41, pp. 1138) y fue cultivado a 35°C por 38 horas. A la solucién de cultivo
se adiciond una solucién acuosa de timerosal al 10% para tener una concentracién final de
0.01%, para de este modo prevenir el crecimiento de la bacteria de tos ferina, y luego las
células fueron retiradas por centrifugaciéon. Se adiciond tres veces el volumen de agua
destilada a la solucién resultante, y fue bien mezciado. El pH actual fue disminuido a pH 6.0
empleando acido sulfirico 1N. La solucién resultante fue adiclonada gota a gota en una
columna de CM-sefarosa la cual fue previamente balanceada empleando solucién
amortiguadora de fosfato de sodio 10mM de pH 6.0. La solucién amortiguadora igual a la
solucién de balanceo de la columna fue fluida en la columna para de este modo retirar las
sustancias que no fueron acopladas a la columna, y las impurezas que fueron ligeramente
acopladas a la columna fueron retiradas empleando la misma solucién amortiguadora a la
solucidn de balanceo de la columna que incluye cloruro de sodio 100 mM. Cuando las
impurezas no fueron mas eluldas a través de la columna, los materiales enlazados fueron
eluldos con gradiente lineal formado por solucién de balanceo de columna que incluye
cloruro de sodio 100mM y cloruro de sodio 600 mM que tienen el mismo volumen, para que
fuera separada una fraccién que Incluye proteina antigeno de tos ferina tal como toxina de
tos ferina y FHA (hemaglutinina filamentosa). La fraccién de antigeno fue diluida empleando

solucién amortiguadora de fosfato de sodio 10 mM (pH 8.0) de dos veces el volumen para
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tener pH 8.0. La solucién resultante fue adiclonada gota a gota en columna de hidroxi apatita
la cual fue previamente balanceada empleando solucidn amortiguadora de fosfato de sodio
10mM de pH 8.0. La solucién amortiguadora igual a la solucién de balanceo de columna que
incluye cloruro de sodio 100 mM fue fluida en la columna para de este modo retirar las
sustancias que no fueron acopladas a la columna. Una solucién amortiguadora de fosfato de
sodio 80mM de pH 8.0 que incluye 100mM de cloruro de sodio fue fluida a la misma
proporcion que la proporcién de goteo para de este modo separar la fraccion de toxina de tos
ferina. Cuando la toxina de tos ferina fue separada, una solucién amortiguadora de fosfato de
sodio 250mM de pH 8.0 que incluye cloruro de sodio 100 mM , fue fluida a la misma
proporcién que la proporcidn de goteo para de este modo separar la fraccibn de FHA
(hemagiutinina filamentosa). La toxina de tos ferina y la FHA (hemaglutinina filamentosa)
separadas, fueron dializadas a 4°C en soluclén amortiguadora de fosfato de sodio 10mM (pH
7.4) que incluye cloruro de sodio al 0.15%. Se adicionaron glicerol y glutaraldehfido a la
solucién muestra de toxina de Tos ferina dializada para tener la concentracién final de 50%
(p/v) y 0.05% (p/v) y fueron destoxificadas a 37°C por 4 horas. Se adiciond aspartato de
sodio para tener una concentracién final de 0.025 M para de este modo completar el proceso
de destoxificacién. Se adicionaron glicerol y formalina a la muestra de solucién de FHA
(hemagiutinina filamentosa) dializada, para tener 50%(pN) y 0.025% (p/v) y fueron
destoxificadas a 37°C por 24 horas. Se adiciond lisina para tener una concentracién final de
0.025 M, para que el proceso de destoxificacién fuera completo. Cada solucién muestra fue
dializada en solucién amortiguadora de fosfato de sodic 10mM (pH 7.4) que incluye cloruro
de sodio 0.15% a temperatura amblents. Se adicioné timerosal para tener una concentracién
final de 0.01 % (p/v). Después la solucién muesatra de toxina de tos ferina destoxificada y la
solucién muestra de FHA (hemaglutinina filamentosa) fueron mezcladas a una proporcion de

1:4 y fueron empleadas como una proteina antigeno de tos ferina.

Elemplo §
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Fabricacioén de un antigeno de célula completa de tos ferina

La bacteria de tos ferina, Bordetella Pertussis, Tohama fase | fue cultivada en medio de
cultivo agar Bodet-Gengo (DIFCO, USA) que incluye sangre de conejo al 15% a 35°C por 72
horas y fue pasada dos veces. Algunas de las colonias fueron inoculadas en 50 ml de medio
de cultivo Stanor-sholte y fueron cultivadas a 35°C por 48 horas. La solucién resultante fue
re-inoculada en 500ml de medio de cultivo stanor-sholte cambiado (referiree a Imazumi y
otros, INFECT.AMMUN., 1983, vol 41, pp 1138) y fueron cultivados a 35°C por 38 horas. Se
adiciond una solucidén acuosa de timerosal al 10% en la solucién de cultivo para tener una
concentraclén final de 0.01% y de este modo prevenir el crecimiento de la bacteria de tos
ferina y recolectar el somatico basado en la centrifugacién. La solucién somética recolectada
fue dializada en solucién amortiguadora de fosfato de sodio 10mM (pH 7.4) que incluye
cloruro de sodio al 0.15% a 4°C. Se adicioné formalina en la solucién somética de tos ferina
dializada para tener la concentracién final de 0.025% (p/v) y fue destoxificada a 37°C por 4
semanas. Se adiciond lisina para tener la concentracién final de 0.025M y de este modo
completar el proceso de destoxificacién. La solucidn muestra fue dializada en solucién
amortiguadora de fosfato de sodio 10 mM (pH 7.4) que incluye cloruro de sodio al 0.15%, y
fue adicionado timerosal para tener la concentraclén final de 0.01% (piv) y fue empleado

como el antigeno de célula completa de tos ferina.

Fabricacién de la vacuna combinada que incluye antigeno de tos ferina purificado

Etapa 1. Fabricacién de la vacuna de hepatitis B
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La vacuna de hepatitis B fue fabricada empleando el antigeno de superficie de hepatitis B
fabricado en el ejemplo 1. La solucién de hidréxido de aluminio fue fabricada por adicién de
gel de hidréxido de aluminio a la solucién amortiguadora de fosfato. La solucién resultante
fue lentamente mezclada, y la solucion del antigeno anterior fue adicionada gota a gota y
mezclada por agitacibn de manera lenta a 4°C por 15 horas, y de este modo fabricar la
vacuna de hepatitis B. En este momento, la cantidad del antigeno de superficie de hepatitis
fue 680pug/ml que fue de tres veces mas concentrado en comparacién con la cantidad del
antigeno de superficie de hepatitis B comtn. En el caso de la primera muestra, la cantidad
del idn aluminio en el gel de hidréxido de aluminio fue de 0.9mg/ml. En el caso de la segunda
muestra, la cantidad del ién aluminio en el gel de hidréxido de aluminio fue de 1.5 mg/mi

{como &e muestra en la Fig. 2).

Etapa 2. Fabricacién de la vacuna combinada DTP

La vacuna combinada DTP fue fabricada empleando cada antigeno fabricado en el segundo,
tercero y cuarto ejemplos. La solucién de hidréxido de aluminio fue fabricada por adicién del
gel de hidréxido de aluminio a la solucidn amortiguadora de fosfato en el método
convencional. Como la solucién resultante fue mezclada lentamente, cada solucién de
antigeno fue adicionada gota a gota ahl mismo y fue mezclado por agitacién de manera lenta
y de este modo implementar una adsorcidon uniforme, para que la vacuna combinada DTP
fuera fabricada. En este momento, la cantidad de cada antigeno fue 1.5 veces més
concentrada, comparado con la cantidad del antigeno componente de la vacuna DTP comin.

La cantidad del i6n aluminio en el gel de hidréxide de aluminio fue de 0.3mg/mi.

Etapa 3. Fabricacién de la vacuna combinada de DTP-hepatitis B
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Cada vacuna DTP y vacuna hepatitis B fabricada en las etapas 1 y 2, fueron mezcladas
lentamente a una proporcion de volumen de 2:1. En el caso de la primera muestra, e
adiciond exceso de gel de hidrdxido de aluminio para que la cantidad del ién aluminio en el
gel de hidréxido de aluminio fuera finalmente de 0.7mg/mi, y fue continuamente mezclada
por agitacién a 25°C por 1 hora para de este modo fabricar una vacuna combinada estable
que no interactué con otros componentes. En el caso de la segunda muestra, no se adicioné
exceso de gel de hidrdxido de aluminio y fue continuamente mezclado por agitacién a 25°C
por 1 hora para de este modo fabricar la vacuna combinada. Las cantidades de iones
aluminio en el gel de hidréxido de aluminio de las vacunas combinadas de la primera y
segunda muestras fueron de 0.7mg/ml. Pama la prueba de titulo de anticuerpo, la
composicién de la vacuna combinada fue de 20ug del antigeno de superficie de hepatitis B,
25Lf de Toxoide de difteria, 3Lf de Toxolde de tétano, 2.5ugPN de Toxoide de tos ferina, y
10ugPN de antigeno FHA de tos ferina (antigeno FHA de tos ferina (hemagiutinina

filamentosa) basado en 1 ml (como se muestra en la Fig. 2).
EjJemplo 7
Fabricacién de la vacuna combinada que incluye antigeno de célula completa de tos ferina

Etapa 1. Fabricacién de la vacuna de hepatitis B

La vacuna de hepatitis B fue fabricada empleando el antigeno de superficle de hepatitis B
fabricado en el Ejemplo 1. Un gel de hidrdxido de aluminio fue adicionado a la solucin
amortiguadora de fosfato para de este modo fabricar la solucién de hidréxido de aluminio.
Como la solucién fue mezclada lentamente, la solucién de antigeno anterior fue adicionada

gota a gota y fue mezclada completamente a 4°C por 15 horas, para de este modo fabricar la

A
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vacuna de hepatitis B. En este momento, la cantidad de antigeno de superficie de hepatitis B
fue 80pg/ml que fue tres veces mas concentrado, comparado con la cantidad de la vacuna
comun de hepatitis B. En el caso de la primera muestra, la cantidad del ién aluminio fue de
0.8mg/mi en el gel de hidroxido de aluminio. En el caso de [a segunda muestra, la cantidad
del ién aluminio fue de 1.5mg/ml en el gel de hidréxido de aluminio (como se muestra en la

Fig. 2).

Etapa 2. Fabricacién de la vacuna combinada DTP

La vacuna combinada DTP fue fabricada empleando cada antigeno fabricado en los
ejemplos 2, 3 y 5. El gel de hidréxido de aluminio fue adicionado a la solucién amortiguadora
de fosfato en al método convencional para fabricar de este modo una solucién de hidréxido
de aluminio. Como la solucién resultante fue mezclada lentamente, la solucién de antigeno
anterior fue adicionada gota a gota y fue mezclado completaments. Una adsorcién uniforme
fue implementada para fabricar de este modo una vacuna combinada DTP. En este
momento, la cantidad de cada antigeno fue 1.5 veces mas concentrada, comparado con la
cantidad de cada antigeno componente de la vacuna DTP comiin. La cantidad del i6n
aluminio fue de 0.3mg/ml en el gel de hidréxido de aluminio.

Etapa 3. Fabricacién de la vacuna combinada de DTP-hepatitis B

Cada vacuna DTP y vacuna hepatitis B fabricadas en las etapas 1 y 2, fueron mezcladas
lentamente a una proporcién de volumen de 2:1. En el caso de la primera muestra, fue
adicionado un axt?aso de gel de hidréxido de aluminio para que la cantidad del ién aluminio
en el gel de hidréxido de aluminio fuera finaimente de 0.7mg/mi, y la solucién resultante fue

continuamente mezclada a 25°C por 1 hora, y de egte modo fabricar una vacuna combinada

£0
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estable que no interactte con otros componentes. En el caso de la segunda muestra, no fue
adicionado exceso de gel de hidrdxido de aluminio y la solucién fue continuamente mezciada
a 25°C por 1 hora, y de este modo fabricar la vacuna combinada. Las cantidades de los
iones aluminio en el gel de hidréxido de aluminio de las vacunas combinadas de las
muestras 1 y 2, fueron de 0.7 mg/ml. Para la prueba de titulo de anticuerpo, la composicién
de la vacuna combinada fue de 20ug del antigeno de superficie de hepatitis B, 50Lf de
Toxoide de difteria, 10Lf de Toxoide de tétano, y 20 OE de un antigeno de célula completa

de tos ferina, basado en 1 ml (como se muestra en la Fig. 2).

Prueba de antigenicidad en |la vacuna combinada

La prueba de antigenicidad en la vacuna combinada fabricada por los ejemplos 6 y 7 fue

realizada por el Ensayo de Inmuno Enzima (ElA), empleando anticuerpo monocional y

anticuerpo policlonal por comparacién al estindar de cada antlgeno con respecto al

contenido de antigeno.

Adicionalmente, el antigeno adsorbido a la sal de aluminio fue retirado mediante

centrifugacién por medicion de la proporcldén de adsorcién de cada antigeno, y la cantidad

del antigeno separado fue medida empleando la solucién superior.

El promedio de cada resultado se muestra en las Figs. 1 y 2 las cuales indican la

antigenicidad relativa de cada antigeno.
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Prueba de formacién de anticuerpos por la vacuna combinada

Pruaba de formacién de anticuerpos por el antigeno de superficie de hepatitis B

La vacuna combinada y la vacuna de hepatitis B fabricadas en los Ejemplo 6 y 7 fueron
inoculadas en ratones ICR, en donde 18 ratones fueron agrupados como el grupo 1, y se
recolecté sangre de los ratones ICR después de 18 dlas. El suero fue separado de la sangre.
El nivel de anticuerpos contra el antigeno de superficie de hepatitis B fue obtenido basado en
la unidad de IU/ml empleando el EIA (Ensayo de Inmuno Enzima) y calculado como en
media geométrica de titulo de anticuerpas. El titulo de la vacuna combinada fue calculado

con respecto a la vacuna de la hepatitis B.

Las Figs. 2c y 2d muestran el titulo de anticuerpos relativo de la vacuna combinada con

respecta a cada antigeno y la Tabla 1 muestra loe valores de cada titulo.

Prueba de formacitn de anticuerpos por el antigeno de difterla

La vacuna combinada y la vacuna DTP fabricadas en los Ejemplos 8 y 7 fueron inoculadas
en los ratones ICR en donde 16 ratones son agrupados como el grupc 1. Se recolectd
sangre de los ratones ICR después de 28 dlas. El suero fue ssparado de la sangre. El nivel
da anticuerpos contra el antigeno de difteria del suero, fue medido empleando el EIA
(Ensayo de Inmuno Enzima) basado en la unidad de |U/ml y calculado como en media
geométrica de titulo de anticuerpos. Después, el titulo de la vacuna combinada fue medido

en comparacion con la vacuna DTP.

Las Figs. 2c y 2d muestran el titulo de anticuerpos relativo de la vacuna combinada con

respecto a cada antigeno y la Tabla 1 muestra los valores de cada titulo.
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Prueba de formacién de anticuerpos por sl antigeno del tétano

La vacuna combinada y la vacuna DTP fabricadas en los Ejemplos 6 y 7 fueron inoculadas
en ratones ICR, en donde 16 ratones fueron agrupados como el grupo 1, la sangre fue
recolectada de los ratones ICR después de 28 dlas. El suero fue separado de la sangre. El
nivel de anticuerpos contra el antigeno del tétano del suero fue medido empleando el EIA
(Ensayo de Inmuno Enzima) basado en la unidad de IU/ml y calculado como en media
geométrica de titulo de anticuerpos. Después, el titulo de la vacuna combinada fue medido

en comparacién con la vacuna DTP.

Las Figs. 2c y 2d muestran el titulo de anticuerpos relativo de la vacuna combinada con

respecto a cada antigeno y la Tabla 1 muestra los valores de cada titulo.

Prueba de formacién de anticuerpos por el antigeno de tos ferina

La vacuna combinada y la vacuna DTP fabricades en los Ejemplos 6 y 7 fueron inoculadas
en los ratones ICR, en donde 16 ratones fueron agrupados como el grupo 1. La sangre fue
recolectada de los ratones ICR después de 28 dias. El suero fue separado de la sangre. El
nivel de anticuerpos contra el antigeno de tos ferina del suero fue medido empleando el EIA
(Ensayo de Inmuno Enzima) basado en la unidad de IU/ml y como en media geométrica de
titulo de anticuerpos. Después, el titulo de la vacuna combinada fue medido en comparacién

con la vacuna DTP.

Las Fig. 2c y 2d muestran el titulo de anticuerpos relativo de la vacuna combinada con

respecto a cada antigeno y la Tabla 1 muestra los valores de cada tltulo.
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Tabla 1
Vacuna Vacuna Vacuna Vacuna Criterio de
DTwP DTwP combinada |combinada |tfulo
(Fosfato de |(Hidréxido |DTwP- DTwP-
aluminio de aluminio |HepB HepB
como un como un (Muestra A) | (Muestra B)
| adsorberte) |adsorberte) |
Difteria >800 249.7 601.1 128.1 Por encima
Potencla de
| (IU/mi) . 30 IU/ml
Tétano 176.5 186.0 218.9 230.7 Por encima
Potencia de
{IU/ml) _ _ _ . 40 IU/mli
Tos ferina 20.2 3.2 254 55 Por encima
Potencia de
(1PU/mI) _ 8 IPU/ml
Hepatitis B - - 196.8 103.9 Igual o por
Potencia encima del
Relativa valorde la
(%) muestra
esténdar
Ejempilo 10.

Prueba de efectividad comparativa con monos

Una prueba fue realizada para probar la Inmunogenicidad en un primate de la vacuna
combinada y en comparaciéon con la vacuna individual convencional. La vacuna combinada
fabricada en el Ejemplo 6 fue administrada a seis micos {grupo 2) formado por el mismo
namero de micos machos y hembras, y cada vacuna componente fue administrada a 6 micos
{grupo 1) formado por el mismo nimero de micos machos y hembras simultdneamente. Los
mismos productos como los productos vacunados a cada grupo fueron re-vacunados al
30™° y 80™" dias. La sangre fue recolectada de cada animal experimental en el 1°, 26™°,
58", y 86" dlas a partir de la fecha de vacunacién Inicial, y el titulo de anticuerpos contra la



10

15

20

25

PLy

enfermedad fue medido con base en el método apropiado de ELISA respecto del suero del

mono.

La Fig. 3 muestra la media geométrica del titulo de anticuerpos contra cada antigeno de
cada grupo.

APLICACION INDUSTRIAL

De acuerdo con la presente invencién, estd dirigido a un método para fabricar una vacuna
combinada para prevenir simultdneamente enfermedades tales como difteria, tétano, tos
ferina, y hepatitis B, etc. que deben ser prevenidas en un infante. Mediante la presente
invencidn, es posible prevenir simulténeaments enfermedades tales como difteria, tétano, tos
ferina, y hepatitis B que deben ser prevenidas en un Infante, empleando la vacuna

combinada de acuerdo con la presente invencion.

Como la presente invencién puede ser realizada en varias formas sin apartarse del espliritu o
las caracteristicas esenciales de la misma, también debe ser entendido que las realizaciones
anteriormente descritas no se limitan por ninguno de los detalles de la presente descripcion,
a menos que se especifique lo contrario, sino que se deben interpretar de manera amplia
dentro de su esencia y alcance como se define en las relvindicaciones anexas, y por lo tanto
se pretende que todoe los cambios y modificaciones que caen dentro de los términos y
{imites de las reivindicaciones, o equivalenclas de tales términos y limites, sean acogidos por

las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de fabricacién de una vacuna combinada, que comprende las etapas de:
la etapa de adsorcién de adsorber de manera independiente cada antigeno protectivo a un
adsorbente respectivamente con respecto a varias enfermedades; y
la etapa de combinacién de mezclar cada antigeno protectivo mencionado adsorbido al
adsorbente.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el antigenc protectivo es el antigeno
seleccionado del grupo que comprende el antigeno de difteria, el antigeno del tétano, el
antigeno de tos ferina, el antigeno de la hepatitis B, o dos 0 mas combinaciones de los

mismos.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde el adsorbente es gel de hidréxido de

aluminio.

4. El método de la relvindicacién 3, en donde la concentraciéon del ién aluminio del gel
de hidréxido de aluminio después de la fabricacién de una vacuna combinada, estd en el

rango de 0.5~1.25mg/ml.

5. El método de cualquiera de las relvindicaciones 3 6 4, que comprende ademés una
etapa de:
adicién del adsorbente en el cual la concentracidén final de i6n aluminio no excede en el

rango de 0.5~1.25mg/ml en el gel de hidréxido de aluminio.

SN\
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6. El método de la reivindicaclén 2, en donde un antigeno de superficle de hepatitis B
recombinante como el antigeno de hepatitis B, es combinado por la cantidad de 5~10ug,
basado en la dosis pediatrica.

7. El método de la reivindicacién 8, que comprende ademas una etapa de:
adicién de un surfactante neutro tal como polisorbato 20, polisorbato 80 y tritdn X-100.

8. El método de la reivindicacién 6, en donde dicho antigeno de hepatitis B es mezclado
mediante agitacién con un adsorbente a 2~8°C por 3~20 horas y es madurado y adsorbido.

9. El método de la reivindicacién 2, en donde el toxoide de difteria destoxificado como

un antigeno de difteria, @5 combinado por la cantidad de 10~25Lf basado en la dosis
pediatrica.

10. El método de la reivindicacién 2, en donde el toxoide de tétano destoxificado como

un antigeno de tétano, es combinado por la cantidad de 1~5Lf basado en la dosis pediatrica.

11. El método de Ia reivindicacién 2, en donde sl antigeno de tos ferina que incluye los
antigenos purificados, estd combinado por la cantldad por debajo de 20pgPN basado en la

dosis pedisirica o el antigeno de célula completa de tos ferina estd combinado por la
cantidad por debajo de 20 OE basado en la dosis pediatrica.

12. El método de la reivindicaciéon 11, en donde los antigenos purificados de tos ferina
mencionados, Incluyen toxoide de tos ferina y tos ferina FHA (hemagiutinina filamentosa).

13.



13. Una vacuna combinada tal y como se produce de acuerdo con cualquiera de los

métodos relvindicados en las reivindicaciones 1 a 12.

£y
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Fig. 2a

Fig. 2b
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1l D Priority
I D Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive su:p and industrial applicability
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v E, Rensoned statement under Article 35(2) with regand to novelty, inventive step or industrial applicability:
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Vi I:l Certain documents cited
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
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I. Basis of the repornt
1. With regard to the clements of the international application:*

E the international application as originally filed

D the description:
pages , 88 ariginally filed
pages _ » filed with the demand
pages , filed with the letter of

D the claims:
pages , 05 originnily filed
pages . as amended (together with any statment) under Article 19
pages , filed with the demand
pages , filed with the lener of

D the drawings:
pages » 0 originally filed
pages . filed with the demand
pages ; filed with the letter of

El the sequence listing poart of the description:
pages . as originally filed
pages . filed with the demand
Pages

. filed with the letter of

2. With regard to the language. ail the ¢lements marked above were available or fumished to this Authority in the language in which
the international application was filed. unless otherwise indicated under this item.
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is

[C]  the langunge of a transintion furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)).
D the language of publication of the international application{under Rule 48.5(b)).

the language of the translation furnished for the purposes of intemnationat preliminary examination{under Rules 55.2 and/
or 55.3),

3. With regard to any nucleotide and/or aminv acid sequence disclosed in the international application. the intemational
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing:

contained inthe international application in written form.

(iled together with the international application in computer readahle form, - - |

fumnished subsequently 1o this Authority in wrinien form. )

furnished subscquently to this Authority in computer readable form

The staternent that the subseyuently furnished written sequence listing does not go bevond the disc losure in the
international applicationas as filed has been furinshed.

The statement that the information reconded in computer readable form is identical to the writlen sequence listing hos
beent fumnished.

The amendments have regulted in the cancellation oft
D the description, pages

[J the clnims. Nos.
D the drawings, sheet

0O 0O 000od

5.
D This report has been established ns if (some of) the amendments had not been made. since they have been considered to
go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box{Rule 70.2{c)).**

* Repiacement sheets which have besn furnished io the receiving Office in responss to an invitation under Article 14 are referred to
in this opinion ax “ariginally filed " and are not annexed to this report since they do not comain amendmenis (Rules 70.16
and 70.17).

*% Any replacentant sheet containing such amandments must be referred to under item | and annexed 1o this repore

Form PCT/IPEA/409 (Box T){July 1998)




International aplication No.
PCT/KRO2/00034

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

V. Reasoned siatement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industria) applicability;
citadons and explapations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N} Claims 1-13 YES
Claims None NO
Inventive step (IS) Claims I-13 YES
Claims Noue NO
Industrial spplicability (14) Cloims 1-13 YES
Claims None NO

2. Citarions and explanations {Rule 70.7)

The present invention relates to a method for manufacturing a combined vaccine
capable of concurrently preventing multiple diseases such as diphtheria. tetanus,
pertussis and hepatitis 8. and a combined vaccine prepared thereof. The method for
manufacturing a combined vaccine according to the present invention includes the
steps of independently adsorbing each protective antigen to an adsorbent of
aiuminum hydroxide pgel with respect to various diseases such as diphtheria.
tetanus. pertussis and hepatitis B, and combining each protective antigen after the
adsorption procedure.

The following documents have been considered for the purpose of this report:

D1 = WO 93/24148 (09 December 1993)
D2 = WO 99/13906 (25 March 1999)

1. Novelty and Inventive Step

D1 discloses a combined vaccine comprising hepatitis B surface antigen adsorbed to
aluminum phosphate or aluminum hydroxide and other antigens such as diphtheria.
tetanus. pertussis., inactivated polio, Haemophilus influenzae b (Hib) and hepatitis
A. D2 describes a multi—-valent immunogenic composition preventing multiple diseases
such as diphtheria, tetanus. pertussis, hepatitis B, Haemophilus intluenzae and
poliovirus. The method for manufacturing a combined vaccine including the steps of
independent ly adsorbing each protective antigen to the adsorbent and combining each
antigen after the adsorption procedure is not described in any of the prior art.
Therefore, the subject-matter of claims 1-13 is considered to be novel and to
involve an inventive step under PCT Article 33(2) and 33(3).

2. Industrial Applicability

The subject-matter of claims 1-13 is considered to be industriaily applicable under
PCT Article 33(4).

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (July 1998)
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IPCT AS1K 38/20 !

ﬁhﬂﬂudén Internacional de Patente (CIP) o Clasificacién Naclonal y CIP

Sclicitante:

LG CHEM INVESTMENT, LTD. ET AL

Esta Informe de examen preliminar intemacional ha sido preparado por esta Autoridad Examinadora
Preliminar Intemacional y ae transmite al solicitante de acuerdo con el Articulo 38.

Este INFORME conslste en un total dé _3 _ hojas, incluyendo esta car&tula.

[ ]€Este Informe tambian se acompafia de los ANEXOS, esto es, hojas de deecripcidn, relvindicaciones y/o
dibujoa que han sido maodificados y eon |a base de este Informe y/o hojas que contienen reciificaciones
hechas ants asta Autoridad (ver Regla 70.168 y Seccidn 807 de las Instrucciones Administrativas segiin el
PCT .

Estos anexos conalsten en un total de __ hojas.

Este Informe contiene Indicaciones relaclonadas con los siguientes tems:

I [X]Base del Informe

i [ |Prioridad

It [_]No establecimlento de opinion con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacion Industrial
IV [_]carencia de unided de la Invencién

v [X]Declaracién razonada segtin articulo 35(2) con relacién a la novedad, nivel Inventivo o aplicacion
Induetrial; citas y explicaciones que apoyan tal dedlanacién

V1 [__|Clertos documentos citados
VIi [ ]Ciertos defectos en Ia solictiud intemacional
Vil _|Clertas observaciones sobre Ia solicitud Interacional

[Fecha de presentacion de la solicitud de examen Fecha de completamiento de este Informe

Nombre y direccién de comeo del IPEAKR Funclonario autorizado

Oficina de la Propledad Intelectual Korsana HAN, Hyung Mee
820 Dunsan-dong, Seo-gu, Dasjeon 302-701, KOREA

Fax No.

oléfono No. 81-42-481-8801
82-42-472-7140

Forma PCTAPEAMO9
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Sollcitud interacional No.
PCT/KR0O2/00034

|1. Base del Informe

1 Con relacitn a los elementos de la solicitud intemacional*
[X] e soliitud intemacional como se presents originaimente

[C] e descrpcitn:
pdginas como se presentaron originalmente
paginas pressntadas con la demanda
péginas , prasentadas con la carta de

[[] Issreivindicaciones:
paginas como se pressntaron originalmente
pégines presentadas con ia demanda
pdginas presantadas con la carla de

[] tosdibujos:
paginas como se presentaron originaimente
péginas presentadas con ia demanda
paginas , presentadas con la caria de

. [] 1asecuencia de lalista de partes de la descripcion:

paginas como se presentaron originalmente
péginas presentadas con la demanda
paginas presantadas con |a carla de

2 Con relacién al kiioma, todos los elementos antes marcados se pusieron a disposiclon y se suministraron a esta
autoridad en «f Idioma en el que se pressntd la solicitud iIntemnacional, a menos que se Indique de ofra forma en este
punto.

Estos slsmentoa se pusieron a disposicién o se suministraron a esta autoridad en el siguients Idioma
el cual es:

el idioma de una traduccién suminisirada para fines de investigacién Intemacional (segin la Regla 23.1(b)).
ol idioma de publicacién de la solicitud intemacional (bajo la Regla 48.3(b)).

el idioma de la traduccion suminietrada para fines de examen preliminar Imtemacional (bajo la Regla 55.2
y/o 55.3)

N

3 Con relacion a cualquler nucledtido y/o secuencia aming écida descublorta en la solicitud Internacional, el examen
preliminar intemacional se llevé a cabo con bass en la lista de secuencia:

contanida en la solicitud Intemacional en forma escrita

presentado junto con la solicitud intemacional en forma lalble en computador
suministrado con posteriorided a esta autorided en forma escrita
suministrado luego a esta autoridad en forma leible en computador

la declaracién que el listado de secuencla escrito suminisirado posteriorments no va mas alld del
descubrimiento en la solicitud intemacional que se presentd ha sido suministrada

la deciaracién que la informacion grabada en forma lelble en computador es Idéntica a la lista de secuencia
escrita ha sldo suministrada

0 Ooood

Las reformas han dado como resultado la cancelacién de:

[] ladescripcién, paginas
[] les relvindicaciones, Nos.

[] teadibujos, hojasffg.
5[] Esteinforme ha sido establecido como sl (parte de) las reformas no han sido hechas, ya que se consideran

que han ido més alld de! descubrimiento que fue presentado, como se Indica en la casilla suplamentaria
{Regla 70.2 (c)).*

]

* Las hojas de reampiazo que se han suministrado a tn Oficing de Recepcidn an reapussis a una invitackén sagdn al articulo 14, se denominan
en ests Informe como "presantades originsiments”. )

Forma PCTAPEAMOS (caja 1) (Jullo 1988)



INF RME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/KR02/00034

V. Declaraclén razonada bajo el articulo 35{2) con relacién a la novedad, attura Inventiva o aplicaclén Indus-
|trial; citas y explicaclones que apoyan tal declaracién.

1 Daeclaracién
Novedad (N) Relvindicaciones 1-13 Si
Reivindicaciones NINGLINA No
Altura Inventiva (IS) Relvindicaciones 1-13 Si
Relvindicaciones NINGLINA No
Apliccion industrial {IA)  Relvindicacionss 1-13 L |
Relvindicaclones NINGUNA No

2 Chtas y explicaciones

La presante invencién se relaciona con un método para la fabriacacién de una vacuna combinada, capaz de pravenir
actuaimente varias enfermedadas tales como difteria, ttano, tos ferina y hepatitis B, y una vacuna combinada preparada
de este. El método para fabricar una vactina combinada de acuerdo a la presante invenclén Incluye los pasos de adsorber
Independientements cada antigeno protector a una adsorbants gel de hidréixido de aluminio con respecto a varias
enfermedades tales como difterla, tétano, tos ferina y hepatitis B, y combinar cada antigeno protector daspués del
procadimiento de adsorcién.

Los sigulentea documentos han sido considerados para el propdsito de este Informe:
D1= WO 83/24148 (9 de Diclembre de 1983).
D2= WO 88/13806 (25 de Marzo de 1988).

1. Novedad y Nivel Inventivo

D1 revala una vacuna combinada que comprende antigeno de superficle de Hepatitis B adsorbido al fosfato de aluminio 6
hidréxido de aluminio y otros antigenos tales como difteria, tos fering, pollo ineciivo, influenza b homophlius (Hib) y
hepatitis A. D2 describe una compoasicién Inmunogénica multivalents que previene miitiples enfermedades tales como
difteria, tétano, tos ferina, hepatitis B, influenza homophilus y pollovirus. El método para fabricar una vacuna combinada
incluyendo los pasos de adsorber independisntemeants cada antigeno protactor al adeorbente y combinar cada antigeno
después del proceso de adeorcidn no se describe an ninguno de loa documentos da la técnica anterior. Por lo tanto, of
comenido de las relvindicaciones 1a 13 se considera que es nuevo y que tiene el nivel inventivo de acuerdo al articulo 33
{2) y 33@3).

2. Aplicacién Industrial.

El conmenido de las reivindicaciones 1a 13 se considera que iene una aplicacién Industrial de acuerdo al articulo 33(4).
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NK-0258 IMPORTANT NOTIFICATION
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PCT/KR02/00024

09 January 2002 {08.01.02)

E the applicant

' D the inventor
Name and Address

1. The foliowing indications appeared on record concarning:

D the agent

E] the common reprasentative

LG CHEM INVESTMENT, LTD.

20, Yoldo-Dong, Youngdungpo-Gu
1560-721 Seoul

Republic of Korea

E the person

State of Natonaiity State of Residence
KR KR
_Tllaphonl Na.
+82-42-866-2072

—
Facsimils Nn.

+82-2-557-5558

[ Teleprinter ro.

2. The Internationsl Bureau hersby notifles the applicant that the following change has been recorded conesming:

D the natlonality

D the residence

3. Further observations, If necassary:

4 A copy of this notification has besn sant to:
E the receiving Office
[ ] the internationsl Searching Authority
D the Internatianal Praliminary Examining Autharity .

D the name D the addrasy

Name and Address - Stats of Nationality State of Residence
53 |?|FE.§C|dENCESY LTD‘d . KR KR
, Yeoido-dong, Youngdeungpo-ku =T
150721 Seoul peelingp Tejephone No.
Republic of Korea +82-42-866-2072
[ Facsimtle Ng.
+82-2-557-5558

7nleprinur No.

. I S—

m=h

E the designated Offices concarned
D the elect.d Offices cancearned

D other:

The Internationg! Bureau of WIPO
34, chemin das Colombetias
1211 Genova 20, Switzeriand

Facaimile No.: {41-22) 740.14.35

Authorized officer
Nathalie Mansiat

Telephone No.: (41-22) 338.83.38

Form PCTNB/308 (March 1004) '

PCT/KR02/00034 g0

o?
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. 13. Obsarvaciones a]‘ldnnales. en ¢aso de ser necesario:

TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

De la OFICINA INTERNACIONAL

PCT
Para:
NOTIFICACION DEL REGISTRODE  |CHO, In{ae
CAMBIO DE NOMBRE 3rd Fl., Janghyun Bidg.

837-23, Yoksam-dong
(PCT regia 82 bls.{ ¢ inetrucciones Gangnam-gu

Administrativas, S8ecclén 422) Seoul 135-8509

. Repablica de Korea
Fecha de correo {(dia/mee/afio)
Noviembre 7 de 2002 (07.11.02)

NOTIFICACION IMPORTANTE

d Internacional IFoeha de presentacion intemacional (diamse/afo) |
9 de Enero de 2002 (09.01.02)

1. La Indicacidn siguients apareci on ol registro concamients a:
[XJEl solcitante [ JEl Inventor [l agente 31 representanta comtn

'Nombn y Direccidn
LG CHEM INVESTMENT, LTD

20, Yoldo-Dong, Youngdungpo-Gu

Estado de Residencla
KR
82-42-866-2072 |

150-721 Seoul 82-2-557-5558
Republica de Korea NGmero de Teleimpresor
Z. La oficina mtemacional notiica aqui al soiicitante que el cambio sigulente ha sido registrado
jsobre:

[X]La persona [JElnombre [JLadireccion [lanaconalided [ Jresidencia

Nombre y Direccion
LG LIFE SCIENCES LTD.

20, Yeokio-dong, Youngdeungpo-ku
150-721 Seoul

4.Unueop|adaoshmﬁcadbnuhaonvladoa:

La oficina receptora [X] Las concerniuntas oficinas designadas
= atoridad de bdsqueda Internacional ] Les oficinas slegidas concemlantes
La atoridad del examen pretiminar intemaciona ] oo
La Oficina Intemacional WIPO : Funcionario Autorizado:
34, Chamin des Colombettes Nathalie Mansiet
1211 Geneva 20, Switzerland Telefono No. (41-22) 338.83.38

Fax No. (41-22)740.14.35

Formato PCTANI08 (Marzo 1004)
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Radicacion + 305225 0ODODRNY falios: 81
Fecha G}y 2003-47-10 1412623
| Teeite 1 QUL PCT-PATENT 379 FAGE WCI L1 PRESENTAC
at 2020 DIVISION 3 MEVRS CREACIONES

REQUISITOS N'i:ui:SARI’)S PARA r'm:a:n LAGIUN T AVILILAGION DER
' TRAMITE

R

i

o

: o SUARIO  RADICADOR |
PATENTE DE INVEHCIOM MODELO DE U'l"LlDAD - '

}
Indicacion de que se soficlta la concesién de una patente. - - s ﬂ" ()
Datos de Identificacidn del soliciianie e de la persona que se presenta la sollztiud. ()
Descripcidn de la invencion. : ()
Dibujos de ser estos pertinentes. . ()
Compmbanu de.Pago de las tasas establecidas.

CO.\‘IPLETA )

“
e
—

mcomm._m {) ()
DISERQ INDUSTR!AL ( ) - ' '

. }
- Indicacion de que se: so.u.ltz el registo de Dﬁeho Industrial () {) :
- Datos de identificacion det soﬂcttante odeia persona que presenta () () .
- “la solicitud. ]
- Representacion gréfica y fotografica del Disafio IndusSial o muestra del
Material que incorpora el diseio. () ()
Comprobante de pago de las tasas ostablecidas - B { ) ()
COMPLETA  (.) INCOMPLETA () () i
ESQUEMA DE TRAZADO ( ') _ _ %
- Intﬁcaclbn de que soﬂclta el re-;,:stm deun Esquemadetrazato. - ( ) ( ) ‘{
- Datos de identificacion del solcitante o de la persona gue presenta ' 3
. Lasolicitud. _ () {) !
Representacién grﬁca del esquemz da trazado . () () &
Comprobante ¢e page de las tasas estahlac.das . () {) :
COMPLETA () . 'INCOMPLETA () )

_;-.;::..l.r.ﬁ'-._

Fecha: i

' J
4
ot



{12) INTERNATIONAL AFPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPFERATION TREATY (CT)

(19) World Intellectual Property Organization
International Burean

(43) Tatsrnational Publication Date
18 July 2002 (18.07.2002) PCT

(16) Internstional Publication Number
WO 02/055105 Al

(51) Internations! Patent Classification™s  AG1K 3929
(31) Internationsl Application Namber: PCT/KROND0034
(23) Internationsl Fillng Date: 9 Jammury 2002 (09.01.2007)

(25 Filiag Langusge: Engltsh
36 Publication Languags: Bngiish
(39 Prierity Daix:

2001-0001290 10 Jermary 2001 (10.01.2001) KR

[ER/ER]: 2110, LO Domitory, Duoryong-Dong,

»  Dosyong-Dang,
‘Yiseong-Ou, 303-340 Dacjeon (ER). LEE, Yem-kyssng ~
[KR/KR]; 202-1705, Ssemmecri Apt, Dunsmn 2-Dong,
SeaGu, 302-777 Dagjeon (KR). KIM, Win-kyw ”
[KRVERE: 106401, Chong-gn Apt, Jeonmin-Domg,
Yoseong-Cu, 305-729 Degjen (ER). LEX, Heokn
(KIVKR]; 305-403, Socggenggremn Apt., Sanggang-Dong
Yoseong-Gu, 305-751 Dagjeon (KR). KIM, Wea-kysm ~~
[KWVKR); 109-709, Nokwon Apt., Dusan 2-Dong,
Seo-Clu, 302-732 Dasjean (KR).

ﬂl)w (for all designoied Siotes ascept USk (74) Agents: CHO, In-jae et al; Tth Floor,

CHEM INVESTMENT, LTD. [ER/KR]; 20,
mnq.w-an.uo-ms-um

(72) Invemtors; and

()
g 09 leveatorn/Applicants (i US ombt KIM, Kywowan,/

HmloongAng
Bidg. 646-7, Yolomm-Dong, Ksngnam-Co, Secul 135911
(ER)

Desiguted States (aationa)t AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN,CO, CR, CU,

[Continand on next page]
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0.40 0.60 0.80 1.00

WO 02/055105 Al

1.0 1.0 vaccine mamutactured according

Aluminum lon soncentration of adsorbent{mg/mi) o the present invention.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogotd, D.C.,
Doctora: OficloN° .
Margarita Castefianos Abondano 07513
Apoderada
LG Life Sclences, Lid.
ASUNTO: Radicadion N° 03-58225
Solicitud intemacional PCT/KR2002/00034
Fecha Inicio fase nacional 10/08/2003
Tramite o1t
Evento n
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, nealizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486
de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tretado de Cooperacion en Matera de

Patentes (PCT), regia 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencla de Industria y
Comercio, s l6 comunica que:

0 La solictud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente
del inventor al solicitants o a su causants. (Art. 26-k) Decisién 486).

0 Lasoicitud no contiens el poder debidamente otorgado, con ef leno de los requisitos exigidos por
los articulos 63 y subsiguientes del Cadigo de Procedimienio Givil ‘Adicionalments, deberd
presentar el documento que acredita la existencia y representaciin legal de la sociedad
solicitants, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumpiimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisin 488, se o requiere para que dentro
del término de dos meses siguientes a la fecha de nolificacién del presente oficio, complste los
requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar curnplimiento al presente requerimiento, la
solicitud se considerard abandonada y perderd su prelacitn.

Notifiquesa el presente oficio conforme & o dispuesto en el numeral 5.2, lteral e), del caphulo quinto
del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jofe da Nuevas Creaciones.

N2 ser o
El anterior requerimiento fue nofficado por fjacidn en lsta de fecha,




