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Este invento se refiere a un procedimiento me-

LSRR e ans AR A Wi et AR

jorado pare depurar lipopolisacéridos bacterianocs y en

s 11

. particular a fracciones no téxicas aisladas del flufdo

i
: que sobrenada en cultivos bacterianos gram-negativos ai-

greados intensivamente.

; Los lipopolisacédridos procedentes de bacterias
%gram-negativas, designados en lo que sigue como LIPS, son
ésustancias ant{zenas que comprenden polisacdrido, lipido,
ty en su forma natural, componentes de protelnas asociados.
?Ciertos lipopolisacdridos t6xicos se han denominado “en-
%dotoxinas", mientras que otras fracciones no téxicas se
ghan denominado "haptenos naturales". Estos materiales se
gobtienen usualmente extrayendo las bacterias con un 1i-
iquido gque contiene un agente quimico o disolvente, tal
{como fenol, dcido tricloroacético, o éter. Se ha sugerido,
isin embargo, gue los complejos originales son en cierto

gmodo modificados o degradados por esos agentes. Por ejem-

: !
: ;

‘plo, algunos al menos de Los componentes de proteina y 1{-
pido pueden ser escindidos con reactivo extractor que

contenga fenol, o bien el contenido en lipido puede ser

‘ requcido por el uso de éter o acetona. Fracciones que re-
presentan alta y baja toxicidad han sido aisladas por Ana-
iker y otros, J. of Bactoriology, 1964, 88, 1705-1720, y,
en esa miszma publicacién, 1966, 91, 1427—1433, o segin un
método descrito en la llemoria Descriptiva de la Hhente

' Britédnica mimero 1.005.193 (Patente para los EE.UU. mime-
ro 3.132.995). Todos estos métodos, sin embargo, adolecen
- del inconveniente de usar los agentes quimicos antes men-
cionados para liberar primero las mezclas de TIPS de las

células, con los cambios consiguientes en la estructura
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i de esos complejos, y no se logra con ellos proveer pro-

i ductos uniformes de +toxicidad bajo o despreciable con un f
i rendimiento y una purcza suficientemente elevados. i
: i
Se he comprobado ahora gue puede producirse unaf

I

i

fraccibn de IPS no t6xica con un rendimiento satisfacto-

‘rio usando como meterial de partida el lIgquido que sobre-

nada en los cultivos bacterianos gram-negativos, tal como

un cultivo de Escherichia coli, cultivados en condiciones |

:de aireacidn intensa. Ademds, la depuracibn y la scuara-

10 fcién del LIPS no téxico puede lograrse eficazmente por ab-:

H
i
H

igorcibn de la fraccidén de endotoxinas sobre un intercambia-

gdor anibnico, e} cual es selectivo en ese aspecto, hasta
! ’ P 1 _
ique la toxicidad deja deé ser detectable, con tal de que |

iel fraccionamiento vaya precedido del aislamiento de una

15 éfraccién de TPS predominuntesente desde el medio lfcuido

!
‘por precipitacidn salina y subsiguiente didlisis. ;

De acuerdo con el presente invento, por consi- i
guicnte, en un aspecto se ha provisto un procedimiento pa-

ira la preparacién de un lipopolisacdrido no tdxico depu-—
?
20 §rado, gue comprende precipitar los lipopolisacdridos de

ilo gue sobrenada del cultivo de bacterias gram-negativas,

‘tal como L. ecoli, cultivadas en condiciones de aireacién

intensa, dializar el precipitado vuelto a disolver, apli-

H
H

Ecar la solucibn de los lipopolisacdridos a un intercam- !

25 %biador anidnico que reticne de preferencia el lipopolisa-
;cérido t6xico (endotoxinas) hasta que el prod&bto elufdo
gy aislado en sustancialmente hozogéneo y no téxico.

! En otro aspecto, el invento proporcions un pre-
parado antigeno, gue comprende un LPS no tdéxico depurado

30 aislado de la parite que sobrenada en los cultivos de bac—
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fdos del cultivo mediante cultivos bacterianos gram-nega-

[Pry——

terias gram-negativas, tales como bacterias E. coli, que ;

iegtd exento de endotoxinas. El procedimiento, como se ha

%definido en lo que antecede, puede incluir otra operacibn

@de secado por congelacidn o de evaporacidn a baja tenpe-

‘ratura, para presentar el LPS no t6xico depurado en una

H <
H )

: forma seca exenta de disolvente.

Los lipopolisacdridos son liberados en el fiuf-

i
i tivos bajo condiciones de aireacibn intensa en un medio

e e B G s e 1 3y

provisto de todos los elementos nutritivos necesarios pa-

vy

ira el desarollo. Para obtener los mejores resultados, el

: PH del medio de desarrollo se mantiene en torno a un va-

SO —_—

T

!lor de 6 a 8, dependiendo en cierta medida del tipo de

. organismo empleado. Se ha comprobado que la mayoria de

i las cepas de Escherichia coli, Serratia marcencens, Sal-

émonella typhose de la familia de las Enterobacteridceas,

y las cepas de pastenrells muliosida y Vibrio cholerae,

segregan LPS en esas condiciones. Para los fines del pre-
sente invento se ha comprobado que son convenientes ele-

nentos nutritivos que contengen tanto sucrosa como casefl-
na dcida hidrolizada, ademds de otros ingredientes y fac-

tores de desarrollo usuales.

A continuacidn de la fase de desarrollo, el
flufdo de cultivo del medio es separado de las células

bacterianas por medio de filtracidn o centrifugacidn y

B e p———

el LPS no t6xico, juntamente con la endotoxina, son pre-

cipitados por una sal tal como sulfato ambnico, a bajas

g e e A

temperaturas. El precipitado es luego recogido, vuelto
a suspender en agua destilada, y dializado para elinar

las impurezas de bajo peso molecular susceptibles de di- |
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fusién, y clarificado, por ejemplo por centrifugacién.

IPara obtener los mejores resultados, esa depuracién ini-

icial se repite, y se concentra la solucién por secado
ipor congelacidn antes de ser nuevamente depurado y frac-
cionado el soluto.

Fl intercambiador aniénico preferido para los

gfines del presente invento es la dietilaminoetilcelulosa,

H

'y el eluente preferido, usado juntamente con ese inter-

: cambiador particular, es un taupdén acuoso de baja inten-

ésiaad ibnica (/_ 0,01 §) para un pH = 8, para obtenecr las

: . . . . . i
,fracciones no téxicas. A continmuacién, un tampén de inten=

cidad iénica mds alta, (de aproximedamente 1,0 E) a un pH

gcomprendido entre 5,5 y 3,5, de preferencia para un pH de
?7~8,5, eluye las endotoxinas. A este respecto se ha com-
Tprobado que es satisfactorio un bampdn voldtil, tal como
;carbonato aménico deido.

f La dietilaminoetil celulosa separa el LPS no
?tdxico de la endotoxina muy eficazmente. Puede mezclar-—
ése convenientenente con la solucibn gue contiene tanto
glos couponentes no tdxicos como los téxicos, separarse
ipor filtrado después de haborse alcanzado equilibrio, y
geluirse simplemente en un filtro o centrifugadora. Alter—~

in&tivamente, puede usarse el intercahiador como una co-

{lumna cromatogrdfica. Dependiendo de la cantidad de endo-
H . i

5toxina u otras impurezas en el material de partida, pue-

de ser necesario apliéar la solucién de LIPS al intercom-
biador mds de una vez, y usualmente dos veces, para obie-
‘ner un producto homozéneo, es decir, uniforme.

Ademds de la separacidén con el intercambiador

aniénico, pueden eliminarse algunzs impurezas residuales

20.12.1967 | -5- 346460
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no téxicas mediante el uso de xerogeles tal como un dex-
: trano reticulado con puentes de glicerilo o preparados

!

| de gel de acrilamida conocidos.como "Bio-Geles". En el

procedimiento de depuracidn puede por tanto incorporarse

; una operacibn usando tal material, usualmente como una
!oolumna cromatogrédfica.

Il absorbente de xerogel, tal como un prepara-
do de dextrans conocido como Sephadex GLOO se emplea nds
ventajosamente a continuacidn de la separacibn efectuada
por el intercambiador anidnico. Aungue ya se han usado

imateriales reticulados para depurar mezclas de LIPS cru-

i . . : .
| sente invento, juntamente con y a continmacibén de una ope-

:
&

;racidén de separacién por medic de un intercambiador anib-

H

inico, mejora considerablemente la eficacia del material

1

}retioulado, ¥ proporciona el producto deseado con la pu-~

'reza y con el rendimicnto conseguidos anteriormente. Ea

!este contexto se usa el término Yreticulado" en el sen-—

gtido de abarcar no solamente los materiales macromolecu-
i1ares convenientenante enlazados para formar estructuras
parecidas & tamices, capaces de retener moléculas de ta-
mafios apropiados, sino con la intencidén de incluir otros
materiales que poseen inherentemente enlaces quimicos gque

.

'representan estructuras equivalentes a las macromoleculas

reticuladas anteriores, con respecto a su cepacidad para

gretenar impurezas no deseables. Algunos de tales materia-
éles pueden ser conocidos en la técnica como tamices molé-
%culares.

Con anterioridad a su uso, los materiales reti-

culados son convenientenente equilibgdo“ gz@u:%tfdpdn,

120121967 -6 -
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‘tal como un carbonato aménico dcido, y pueden ser prepa-

rados como una columna cromatogrdfica para ese fin. La

|
?solucidn que contiene también el IPS no téxico es luego
1

H

[filtrade a través de la columna. La primera fracciln prin-

i
H
}
t
'
¢

ine el material deseado no téxico en una forma suficiente- -

i
imente depurada. £l material asl obtenido puede ser lwo
i recuperado desde la solucidn, por c¢jemplo, por secado por

' conzelacidén o por evaporacidn a baja temperatura,

micas del LIPS no téxico obtenido de acuerdo con el pre~

sente invento, pueden variar de acuerdo con las especies

¢ 0 serotipos de las bacterias, Tal material, cuando se ob-:

"icne a partir de la E. coli, mostraba una mayor cantidad
de glucosanina en comparacibn con la de endotoxina., En

: este céso particular, el convenido en glucosamina era

i de aproxiradanente el 275,

dos como el contenido en £eidos grasos superiores, eran

inferiores al de la endotoxine correspondisnie.
Aungue el LIPS provisto por el presente invento

estd caracterizado por ser un material no téxico, debe

entenderse que ello no ha de tomarse en un sentlido abgo-

luto, sino con relacibn a la endotoxina. La toxicidad de

NN

las fracciones en lag diferentes etapas de depuracién

peritoneal en grupos de ratones con dosig graduadas de

las fracciones, permitiendo caloular los valores de LD5O

(Dogis Letal) y compararlos (Haskins y otros, 1961&.
Aunque el LPS no tdxico provisto por el presen-

te invento no estimula anticuerpos detectables por and-

20-.12.1967 -7- 3[;. 6 4 60
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Tanto el contenido en aminodei !

i cipal es separada de las fracciones siguientes, y contie-:

Ias caracterfsticas quimicas, fisicas y bioqui-,

'
H
i
H

1
.

! puede ser determinada convenientemente por inyeccién inter-

!
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lisis de difusidn en gel, induce una resistencia no es-
:pecifica a corto plazo a las infecciones con organismos
‘heterélogos gramnezativos. Por ejemplo, la administracidn
de LPS no tdxico procedente de la E. coli, protegia los
ratones contra la posterior exposicifn letal a la S. ty-
phosa.

En otro aspecto; por consiguiente, el presente
invento proporciona wna vacuna, que comprende una ddsis
eficaz de un LPS no téxico depurado aislado de la parte
que sobrenada en el cultivo de bacterias gramnegatives,’
en asociacidn con un excipiente aceptable farmacédutica-
nente.

Los ejemplos ¢ue siguen ilustran este invento:

EJEPIO 1

Se desarrolld unz cepa Shaw de E. coli 078K80
en depbsitos durante 42 horas a 3520 en un medio acuoso
intensamente aireado conteniendo caseina hidrolizada éci-.
da (5% en peso/volumen), sucrosa (3% en peso/volumen)

y extracto de levadura (10% en peso/volumen), ajustada
a un pH de 6,5. Antes de la inoculacidn, el medio fué
clarificado, calentado a 85% y esterilizado por filtra-
do de Seitz.

Tas bacterias fueron retiradas de la suspensién
por medio de un separador centrifugo "de Laval" y la par-

te que sobrenadaba fué esterilizada por filtraéo, a tra-

vés de un filtro Seitz. Se disolvid sulfato aménico (apro-
%:imadamente 700 g. por litro) en el cultivo que sobrenada-
iba, y se dejd reposar la solucidn a 48C durante 6 dlas.

hoa precipitado floculento pardoe fué recuperado por centri-

fugado, vuelto a suspender en agua destilada y dializado

%20.12.1967 -8~ 3 l? 6 4 6 0
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f para'eliminar la sal. E1 IPS fud vuelto a precipitar

|
g'a 42C por adicidn de sulfato embnico (65 g. por cada 100

NP

iml, de solucidn). EL materiel vuelto a precipitar fué
t
évuelto & disolver y fué iratado como anteriormente para
%eliminar la sal, fué clarificado por centrifugacién y se-
t

i cado por congelacidén, obteniéndose un polve pardo.

i .

‘ Una solucidén de LPS crudo asi obtenida de las
i
[
!

i etapas de precipitacidén salina (600 mg. en 30 ml. de
', HC0, de 0,005 ) fué aplicada a una colwana de Biichner,
§(8 cem. por 10 cu. de didmetro) conteniendo dietilaminoetii
écelulosa (Vhatwan DE1l, capacidad 1 miliequivalente OH/g)g
gequilibrada para un pH de 8 y suspendida en I\'IH4HCO3 de ;
;0,005 U). Se efectué elucidn sucesivamente con (i) HH4H305
fde 0,01 M_ (1.250 m1) y (il) tawpon de acetato ambnico x
'y deido acético de 1l para un pH de 5,5 (500 ml). Una scs-§
éla fraccién de material débiluente absorbente del ultra- |
évioleﬁa (a 230, 260 y 275 milimicras) fué clufda con tam-%
épdn (i) resultando ser LPS no téxico casi puro (95i), ILa i
?masa del material restante fué elulda con tampon (ii),

%viéndose que contenfa endotoxina. Ambas fracciones prote—é

iglan a los ratones cuntra una exposicién posterior a S,

;jzpyggg 24 horas después de la inyeccidn.
i

H

i Ambas fracciones fueron ademds depuradas por
:separado por filtrado en gel en una columpa Sephadex GlOOé

%(de 167,5 cm. por 1,2 cm de didmetro). Las fracciones pri%

‘meras principales de materias absorbentes de luz ultra=- |
ivioleta en cada experimente cuntenfan el respectivo LPS 2
! : ‘ . |
ino téxico depurado y endotoxina. La fraccidn no téxica
]
'
!

estaba exenta de cualesquiera cantidades apreciables de

impurezas, lo que se couprobd mediante filtrado en gel,

20,12.1967 | -9 - . 346460




10

15

25

30

.electroforesis y andlisis ultracentrifugo. Se comprobé

ique el material aislado de esa fraccidn era no tdéxido :

i
‘nara 0,6 miligramos en 20 gm. para ratones o para 25 mg/ke

fen conejillos de indias. Io se hicieron otros ensayos por
encima de esos niveles. )
Quimicamente ese LPS no téxico coatenfa el
i4,32% de N, el 8,89% de P, el 26-27# de glucosamina, el
il,2~l,4% de amino deido y el 0,1% de deido graso (N © ).
No pudieron detectarse cantidades apreciables de pentosa

o dcido 2-ceto=3~deoxioctuldénico. EL producto era diferen-—

ciable de los haptenos naturales obhenidas por el método

‘de extraccidn fenblica descrito por Anacker y otros (J.

lof Bacteriology, 1964 88, 1705), por cuanto tenia un contes

nido apreciable en fésforo y no tenfa méximo de zbsorcidén
@ara 260 milimicras.

| Se comprobd que una solucidn que contenia O 007
FicrOﬁramos de IPS no téxico en 0,85% de solucidn salina
brote«ia al 50% de los ratones de un grupo contra una ex—
poulcldn letal a S. typhosa (cepa TY2) con un conienido de
‘ dosis letales Lﬂso. . i

EJEMPLO 2

ot s

En otro experimento se obtuvo une fraceidn de
?ndotoxina no téxica.de acuerdo con el método descrito en
?l Ejemplo 1, siendo la tnica diferencia el uso de una co-
?umna Sephadex G100 antes de la cromstografla en dietilami-
hoetil celulosa, y no despuds de ella. El producto fué ais-
%ado con rendimiento menor, pero tenia camctern’.su.cau sus-
tan01almente idénticas a las obtenidas en el Ejemplo 1
BJEMPLO 3

En otro experimento, una solucién acuosa del LPS

22,12,1967 - 10 - 3 4G4 8 0
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crudo obtenida de las etapas de precipitacidn salida y

didlisis como las descritas en el Ejemplo 1, fué mezcla- :
da con una pasta acuosa desaireada de dietilaminoetil ce-
luloga, la cual habfa sido previamente equilibrada a un 7
pH de 7—8. Se aiiadid suficiente dietilaminoetilcelulosa
para adsorber la masa de la endotoxina y demds componentes
gue no fuesen el LIPS no téxico (30-40 gr. de dietilamino—g
e¢til celulosa Vhatman DE1l por gramo de LPS crudo disuel-f
to). Se dejé reposar la suspensidn a la teuperatura ambieé
te durante 30 minutos, agitando de vez en cuando. Una capé
de aproximadamente 1 cm. de dietilaminoetil celulosa,
equilibrada a un pH de 7-8 y en suspensidn en agua desti—§

.
$
H

lada, fué colocada en una columna de Blichner (de 10 cm.

de didmetro) y cubierta con un cfreulo de papel de filtro.

i vhatman ndmeroc 1 (de 10 cm. de didmetro), La suspensién

conteniendo el LPS f:é vertida cuidadosamente en el embu—f
do y se recoglié el eluente. Se efectud posterior elucidn f
para eliminar el LPS no téxico restante, usando HHTICO., :
de 0,01 M hasta que la absorcifn de luz ultravioleta del '
eluente (2 230 milimicras) indicdé que virtualmente habia ;
gido eliminado de la columna la totalidad del LPS no t6- ;
xico. EL LPS no t6xico en el eluente fué luego depurado .
de una forma similar, cuando fué necesario, a fin de eli-~i
mninar inpuregzas residualies. |
El IPS no téxico depurado era de un grado de pu}
reza igpalmente elevado y tenfa idénticas propiedades a
las del preparado descrito en el Ejemplo 1. |
La preparacidn cruda de endotoxina fué sacada
de la columna de Blichner, en la primera etapa de depura~

cidn, por elucidn con tampén de acetado aménico de 1 M

22.12.1967 | -1 - 346460 1
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: presentan para que sean objeto de la presente solicitud

et o m mE tm——— o er o

los siguientes:

"'“”"”“"‘

a un pH de 5,5-8, después de que el LIPS no téxico habia

sido elufdo de la columna. La endotoxina fué ademds depu-!

i rada por filtrado en Gel, como se ha descrito en el eejem--'E

x
¥
i

plo 1. ) :

Los sltos rendimientos obtenidos por ese méto-
do y su facilitad de aplicacidn lo haclan especialmente
adecuado para la preperecibn en gran escala de IPS no t6-
Xico.

La presente solicitud que corresponde a la pre—
sentada en Gran Bretafia, con fecha 27 de octubre de 1966,
bajo el N® 48.317/66, se acoge a los beneficios del ar-
ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial

Los puntos de invencidn propia y nueva que se

de Patente de Invencidn en Bspaia, por VEINTE afos, son

1.~ Un procedimiento para la preparacidn de un
lipopolisacdrido no tbéxico, purificado que comprende pre-
cipitar los lipopolisacdricos de lo que sobrenada del cul
tivo de bhacterias Gram negativas, desarrolladas en condi-
ciones de aireacidn intensa, dializar el precipitado vuel-
to a disolver, y aplicar la solucién de los lipopolisa-
cdridos a un intercambiador anidnico. que retiene de pre-

ferencia el lipopolisacdrido téxico (endotoxina), hasta

22.12.1967 ~t2-= 3 4 6 l& 6 O
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‘que el producto elufdo y aislado es sustancialmente homo-

géneo y no tdxico.

f

i

; 2.~ Un procedimicnto segin la reivindicacién 1,
len que las vacterias son de la familia de las Enterobac-

!

tteridceas. 4

3.~ Un procedimiento segdn la reivindicacién 2, .

:
i

‘en que las bacteriams son de la cepa de Escherichia coli.,
' 4.- Un procedimiento segin la reivindicacién 1,

%en que el intercambiador anidnico es dietilaminoetil ce-

élulosa. i

5.- Un procedimiento segin la reivindicacién 4,

;en que el ecluente es un tampdén acuoso de pH 8 que tiene

funa intensidad idnica inferior a 0,01 M.

H

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 5,

jen que el tamnpbn contiene carbonato aménico deido.

7.- Un procedimiento segin cualquiera de las rei

;vindicaciones 1l a G, en que las impurezas no tdéxicas son
|

i
eliminadas medianbe el uso de Xerogeles.

8:~ Un procedimiento segin la reivindicacidn T,

‘en gque el xerogel es un material reticulado.

: 9.- Un procedimiento segin la reivindicacién 8,
?n que el material reticulado es una preparacidén de dextra
i

no reticulado con puentes de glicerilo.

+

10.- Un yrocedimiento segin cualquicra de las

‘eivindicaciones 7 a 9, en gue el xerogel es usado a con-

[

tinuacibn de la separacidn efectuada por el intercembiador

e g

oy

aniénico,

]

11.- Un procedimiento segin cualquiera de las

reivindicaciones precedentes, en que el medio de desarrollo

1

para las bacterias es mantenido a un pH del orden de 6 a 83

22.12.1967 | ~13 - 3 4 6 4 6 0 i
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12.- Un procedimiento segin cualquiera de las

' reivindicaciones precedentes, en que el lipopolisacdri-

do no téxico es precipitado con sulfato aménico a bajas

tempergturas.

13.- Un procedimicnio segin cualquiera de las

reivindicaciones precedentes, que incluye la operacidn de

secar por congelacidn la fraccidn de eluente que contie~

ne el lipopolisacdrido no tdxico depurado.

1l4.~ Un procedimiznto para la preparacidn de un

lipopolisacdrico no téxico, purificado.

Tal y como se ha descrito en la Hemoria gque an~

tecede y para los fines que se han especificado.

La presente Lemoria consta de 14 hojas escritas

a mdquina por una sola cara.

N
\} 3
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