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La presente invencidn se relaciona con vacunas para

la inmunizacidn contra infecciones de Haemophilus influenzae

tipo b tal como meningitis. M4s especificamente, la presente
invencién se relaciona con: (1) un métode para la aislacidn
del polisacdrido antigeno fosfato de poliribosil ribitol (FPR)

a partir de cultivos de Haemophilus influenzae tipo b; y, (2)

un procedimiento para la preparacidén de una vacuna combinada
que contiene antigenos de FFR y B. pertussis. EL FPR de la
presente invencién también deben ser efectivos cuando se utiliz
en combinacidén con otras cepas no patégenas de bacterias, ta-
les como E. coli, B. subtilis, S. aureus, B. punilus y L.;
plantarum, para descargar una reépuesta de anticuerpo en animg-
les de sangre caliente.

El fosfato de poliribitol purificado (FPR) a partir

de Haemophilus influenzze tipo b estéd siendo investigado como

un inmunégeno protector. Sin embargo, no se ha logrado una
respuesta antigena activa en animales jévenes e infantes. El
método del arte anterior para la purificacidn empleaba etanol
y Cetavion (bromuro de hexadeciltrimetil amonio). Los conta-
minantes, endotoxinas, y sustancias pirégenas eran eliminadas
mediante el uso de fenol frio o cloroformo y t-butanoel que
puede resultar en la pérdida de la naturaleza antigena de eéte
polisacédrido.

Ahors. se ha establecido un nuevo procedimiento para
la aislacién y purificacién de FPR inmunolégicamente activo

g partir de Haemophilus influenzae tipo b.

El procedimiento ha ser deseripto itiene ventajas par-
ticulares sobre los procedimientos del arte anterior y que %odo

los contaminantes (dcidos nucleicos, proteinas y endotoxinas)

- son eliminados hasta el nivel minimo mediante wn tratzmiento
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con hidroxilapatita. El FPR preparado mediante el procedimien~
to aqul descripto proporciona un polisacédrido de superior peso
molecular que aquellos registrados anteriormente.

Més importante, el FPR preparado mediante este nuevo
procedimiento es altamente inmunégeno en animales de sangre

caliente en contraposicidén con el FPR producido mediante pro-

Un procedimiento para la eliminacidn de contaminantes
(proteinas, 4cidos nucleicos y endotoxinas) en el polisacdrido
FPR se realiza tratando el polisacdrido parcialmente purificada
con un absorbente que contiene fosfato que no absorbe el poli-
sacdrido bajo condiciones designadas.

El segundo objeto de la presente invencidn es proveer
un proveer un procedimiento para la preparacidén de una vacuna
combinada de FPR y pertussis que es altamente inmunégena en

animales jévenes.

(I) Aislacidén y purificacidén de fosfato de voliribosill

ribitol, el polisacdrido capsular de Haemophilus

influenzae tipo b.

Organismos, Medio de Desarrollo y Cultivo

56 utilizaron dos cepas do laemophilus influonzae tipo

La cepa Rab oe obtlenc del Hospital de Bebés Grace Leidy, Univer-

slidad de Columhia, Ciudad de New York, New York. La copa CK

se aisld de un paciente del Hospital Waterbury Waterbury, Conn.
Los organismos se hicieron pasar a través de ratén y varias
veces para asegurar su virulencia. Los organismos se aislaron
durante la autopsia a partir del tejido del cerebro de los ra-

tones, se subcultivaron en ya sea un medio de Infusidn de Cere-

bro Corazén a 3,7% (ICC) (Difco Lab., Detroit ¥ich.) o en un

agar de ICC al 5% suplementado con 0,01% de dinucledtido de
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nicotinamida adenina (DHA) (P-I Biochemicals, Iilwaukee, Wis.)
v 1% (v/v) de sangre de caballo desfibrinada (Animal Blood
Center, Syracuse, N. Y.) ¥y luego se distribuyeron en porciones
de 1 ml en ampollas, se 1liofilizé y se almacend a -702C.

El medio basal utilizado pera el desarrollo de los
organismos es (ICC) al 3,7%. El medio basal es suplementado
con 10 mg de DNA y 20 mg de hemina (Eastman Kodak, Rochester,
N. Y.) por litro. Se agrega ud por ciento (v/v) de sangre de
¢aballo desfibrinada por 50 ml de cultivo de siembra. Los su-
plementos se preparan en forma frescz y se filiran a través
de una unidad de filtro Nalgene de 0,45/u (Nalge Sybroh Corp.,
Rochester, N. Y.) antes de usar. Para el desarrollo del orga-
nismo en dn fermentador de 14 litros, el medio se supiementa
adicionalmente con 0,5% de glucosa.

Para preparar un frasco de organismos de siembra,
un ml del cultivo de carga congelado se descongela y se
transfiere 2 50 ml del medio de ICC enriquecido suplementado
con sangre de caballo desfibrinada y DNA, E1l culfivo se desa-
rrolld durante & horas a 379C en un agitador giro-rotatorio a
150 rpm. Los organismos se agregan como ug indculo al 1% a
porciones de 500 ml del caldo de ICC enriquecido en frascos
de 2 litros que luego se incuban a 37°C éon agitacién moderada
en un agitador giro-rotatorio durante 8 horas (jara aislacidn
de FPR) a 14 horas (como cultivos de siembra).

La fermentacidén de cada carga en un fermentador de
14 litros se inicia transfiriendo asépticamente 700 ml del
cultivo de siembra a 7 litros del caldo de ICC enriquecido
supleméntado con heminz en lugar de sangre de caballo desfi~
brinada. E1 cultivo se mantiene continuamente a 372+ 1eC. El

tanque se agita 2 un régimen de 150 rom. y se mantiene un flujo
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de aire de 0,25 litros de aire por litro de masa por minuto.
Durante el desarrollo se agregz si es necesario 0,001% de

un antiespumante de silicona (FD-82, Hodag Chemical Corp.).
Ios cultivos se desarrollan hasta el Wltimo logaritmo de cre-
cimiento (8 a 10 x 109 células viables/ml), generalmente apro-
ximadamente 8 horas y luego el desarrollo se termina agregando
formaldehido 0,4% y dejando reposar durante la noche a 42C.

Aislacidén de Fosfato de Poliribosil Ribitol (FFR)

Caldo de cultivo preparado como se describidé anterior—
mente se centrifuga a 27,000 x g durante 30 minutos a 49C, E1
sobrenadente libre de células se recoge y se trata como sigue:

Etapa 1, Precipitacidn con Etanol

K1 sobrenandante de cultivo se agrega acetato de sodig
(concentracién final de 4%). La solucidn se regula 2 pH 6,0-6,2
¥y se agrega lentamente con vigorosa agitacidna 49¢C 44 litros
de etanol 3A. ILa mezecle se regula a pH 6,8 con dcido acético
glacial y luego se deja reposar durante 12 horas a 320, EF1
precipitado resultante se recoge por decantacién y luego se
centrifuga para proporcionar FPR crudo.

Etapa 2. Tratamiento con Cetavlon (bromuro de hexadecilirimetil

amonio) .

El precipitado de la etapa 1 se disuelve en agua

destilada libre del pirdgeno y se centrifuga para elininar
el residuo. la solucidn castafio clara luego se agrega lenta-
mente a 100 ml de una solucidén acuosa al 10% de Cetavlon con
mezelado (concentracién final de 0,5%). La mezcla se agita
durante una rora y luego se centrifuga. El precipitado de
dcido nucleico y complejo de FPR-Cetavlon se mezcla con dos

litros de cloruro de sodio 0,3I. La solucién nebulosa se cen-

trifuga para eliminar materiales insolubles tal como sal de
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Cetavlon nucleico.

El sobrenandante se diluye con un volumen igual de
agua provocando que sSe precipite la sal de FPR—Cetavlon.rLa
mezcla se agita durante una hors, el precipitado se recoge por
centrifugacibén y luego se disuelven 2 litros de cloruro de so-
dio 0,3M.

Etapa 3, Precipitacidn con Etanol

Cetavlon y los contaminantes de dcido nucleico y pro-
teinas se eliminaron_adicionalmente por precipitacién con etanol
(por lo menos dos veces). El FPR se precipita como se describié
en la Etapa 1 mientras que se disuelve Cetavlon en la solucidn
alcohbélica, E1 FPR se recupera por cenftrifugacidn, se disuelve
en dos litros de agua destilada libre de pirdgenos y luego se
reprecipita como se describié anteriormente. El precipitado de
fPR final se solubiliza en fosfato de sodio 20mM pH 6,8.

Etapa 4, Tratamiento con hidroxilapatita

Contaminantes (por ejemplo dcidos nmucleicos, proteinas
y endotoxinas) en las preparaciones de FPR parcizlmente purifi-
cadas se eliminah selectivanente por adsorcidén en un adsorbeﬁ—
te que contiene fosfato de caléio t2l como hidroxilapatita
173.Ca3(PO4)2.Ca(OH)27

la presenﬁ; invencidn se basa en el descubrimiento Ge

que el polisacdrido FPR no es absorbido vor el adsorbente de

fosfato de calcio que contiene regulador fosfato (20ml) que tie-

ne un pH de aproximadamente 6,7—679; un regulador fosfato (50 mi)

que tiene un pH de aproximadamente 5,8; sin embargo, los conta-
minantes (tales como 4cidos nucleicos, proteinas y endotoxinas)

son adsorbidos bajo estas condiciones. El procedimiento de la

presente invencidén puede llevarse a cabo en una operacidn en tam-—

da o en columna. En un procedimiento en tanda, la hidroxilapatita
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se agrege para la preparacién de FFR parcialmente purificadas
(en fosfato eOmM; pH 6,9). Ia mezcla se mezcla bien y se cen-
trifuga para eliminar sdélidos no deseados (adsorbente y los
contaminantes adsorbidos por el adsorbente). EL fluido sobrena-
dante se somete al procedimientc precedente por lo menos 2 ve-
ces mds. Ia solucidn resultante se filtra a través de filtros
de miliporos, se dializa contra agua destilada libre de pirdge-
no y se liofiliza.

En una operacidén en columma, el FFPR parcialmente
purificado en regulador fosfato 20mM (pH de por lo menos 5,8),
se aplica uha columna que contiene la hidroxilapatita adsorben-
te que ha sido equilibrada con regulador fosfato 20mM, pH 5,8,
vy eluida con un gradiente en etapas de regulador fosfato de so-
dio (pH 5,8) de 20mlM a 100 mM. Se recogen fracciones y se ana-
lizan con relacidn a pentosa (para fosfato de polirobosil ribi-
tol). Aquellas fracciones que son positivas para pentosa se dig-
lizan con agua destilada libre de pirégeno y se liofilizan.

(II) Un procedimiento para preparar una vacuna combi-

neda que consiste en FPR a partir de antigenos de

H. influenzae tivo b y B. pertussis

Para preparar una vacuna de FPR, se disuelve FPR liofi-
lizado (preparado como se menciond anteriormente) a una concen-
tracién de 20 ug.ml en solucidn salina regulada con fosfato
(SRF) (0,113 g de difosfato de potasio, 0,83 g de fosfato disd-
dico, 8,5 g de clorurc de sodio por litro, pH 7,0, que contie-
ne 0,01% de $imerosal). Ia vacuna se filtra estéril a través de
unidades de filtro de miliporos de 0,45/u, ge suministra en

ampolletas de vidrio, y se almacena a 42C,

Se prepara una solucidn concentrada de FPR pesando

cantidad predetermineda del polisacdrido y disolviéndolo en so-
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lucién salina regulada con fosfato (0,113 g de difosfato de
potasio, 0,83 g de fosfato disddico, y 8,5 g de cloruro de so—
dio por litro, pH 7,0, que contiene 0,01% de timerosal). Esta
solucidén concentrada de FPR luego se mezcla con un-volumen
apropiado de suspensiones de c¢élulas frescas de B. pertussis
para preparar la solucidn de carga. lLa vacuna combinada en est
gsolucidén -de carga contiene 200/ug de FPR y aproximadamente 70
unidades de opacidad (op) de células por ml. La solucidn de
carga se mantiene a 42C durante 90 dfas para permitir la des-
toxificacién de antigenos de pertussis antes de pre?arar el
producto final (vacuna) que contiene lO/ug de FIR y 3,5 unida-
des de op de células de pertussis/désis de 0,5 ml).
EJENPLO 1 .

Se agrega hidroxilaspatita (por ejemplo, Bio. gelrﬂTP
Bio~-Rad laboratories, Richmond, Calif.), 2,5 g se agregan =z
250 ml de preparaciones de FPR parcialmente purificadas (luego
de tratamientos con Cetavlon y etanol) {(conteniendo aproxima—
damente 1,0 mg de FPR/ml) en regulador fosfato de sodio 20mlii,
PH 6,9 v se mezcla en un bafio de agua helada (1-4¢C) durante
una hora. Iz mezcla se centrifuga en el Sorvall RC2-B durante
30 minutos 2 16,000 x g. E1 fluido sobrenadante luego se hace
pasar a través de un filitro de miliporos de 0,65/u v se somete
al procedimiento precedente (tratado cada vez con 2,5 g de
hidroxilapatita dos veces mds). ILe solucidn resultante se
filtra a través de filtros de miliporos 0,65/u ¥y 0,45/u, se
dializa contra agua destilada libre de pirdgenos y se liofiliz
El producto liofilizado exhibe fuerte actividad inmundgena
(ver mds adelante vacuna combinada y experimento con animales)
y contiene muy bajos contaminantes (tzles como dcidos nucleico

proteines y endotoxinas) (ver la Tabla I siguiente). Se obtien

W
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aproximadamente 170 mg del FPR liofilizado. La recuperacidn de
FPR por el procedimiento es aproximadamente 70% del polisacédri-
do de partida. El FPR debe almacenarse bajo condiciones apropia-
das, tal como a 42C en un desecador sobre pentdéxido de fdésforo
v gel de silice.

Un FPR parcialmente purificado (300 mg de FPR) se
disuelven en 100 ml de regulador fosfato de sodio 20mN, pH
5,8 (es decir 3 mg de FPR/ml). Esta solucién se aplica a una
columna a temperatura ambiente (5,0 x 45 cm) de hidroxilapati-
ta (un volumen de lecho de aproximadamente 250 ml que ha sido
equilibrado con regulador fosfato de sodio 20mlil, pH 5,8 y eluidg
con un gradiente en etapas de regulador fosfato de sodio 20ml,
50mif, 100mM, pH 5,8. Ias fracciones individuales (200 ml) elui-~
das con regulador fosfato de sodio 20mM y 50 mM (pH 5,8), posi-
tivos para pentosa (determinacidn de pentosa mediante el méto-
do orcinal) se recogen, se dializan y contra agua destilada
libre de pirdgeno y se Iliofilizan. Se obtiene aproximadamente;
206 mgz del producto liofilizado, FPR.

La pureza del polisacdrido. FPR se analiza estimando
hasta quo grudo estd contaminado con deldos nuclelcos, protei-
nas y endotoxinas. La concentracién de proteina se determina

mediante el método de Towry, y otros en J. Biol. Chem. 193:265

(1951) con albdmina de suero bovino como norma. El dcido nuclei-
co se mide mediante la adsorcién de la solucién de FPR a 260
nm. La adsorcidn a 50 ug de dcido nucleico es un ml de agua

en una célula de un pasaje de luz de 1 cm se presume como igual
a 1,0. E1 tamafio molecular se estima mediante medios de filtra-

cién de Sefarosa 4B a 2B gel en columnas de 1,5 x G0 cm

(Pharmacia~Fine Chemicals, Piscataway, N. J.). Los valores de
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coeficiente de particién (Kd) se calculan a partir del disefio
de elucidn desarrollado por la reaccidén orcinal (Herbert, y

otros, Methods in Microbiology, Vol. 5B, 285-29l).
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TABLA I

Caracteristices fisico-Quimicas de FPR Preido

Ensayo !

Procedimiento +tamatio Pentosa Acido
mol.(Xd) % nudeico Prot
7° ;
Ejemplo 1 0? 36,0 0,8 0,7
Ejemplo 2 0,447 33,8 0,3 0,7

2) Utilizando Sefarosa 2B y 4B, peso molecular 7 2KI

b) Utilizando Sefarosa 4B

c)/ug ¥FR/kg de peso corporal del Conejo gue no propﬁnna fie
d) Dilucidn reciproca de FER (loo/ug FPR/ml) cuando

se compara con "Bureau of Biologies El (norme de

endotoxina) .-



o
Endotoxins
Ensayo de pi- Ensajod de
Proteina régeno de Lisato de
% cone jo Limulus
0,7 16,0 1/400
0,7 10,0 1/1000

na Tiebre.
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EJELPLO 3
Se prepara como sigue una vacuna combinada que contie-

ne FPR a partir de antigenos H. influenzae tipo b y B. pertussis

se disuelve 140 mg de FPR (como se prepara en el Ejemplo 2)

350 ml de solucién salina regulada con fosfato estéril (SRF)
{0,113 g de difosfato de potasio, 0,83 g de fosfato disddico,
¥ 8,5 g de cloruro de sodio por litro, pH 7,0, que contiene
0,01% de timerosal), y se filtra a través de un filtro de mi-
liporos de 0,45/u. Esta solucidén concentrada de FPR (400/ug/ml)
se utiliza para preparar una vacuna combinada cue consiste en
antigenos de FPR y B. pertussis.

A 150 ml de la solucién concentrada de FPR (400/ug/m1)
ge agrega 150 ml de suspensién de células frescas B. pertussis
(Cepa 138) en SRF, pH 7,0 (que contiene células de unidad de
opacidad 149; op,/ml) para preparar la solucidén de carga de la
vacuna combinada. Esta solucidn de cargz (300 ml) se mantiene
a 49C hasta que se disminuye el nivel de endotoxina de la
pertussis (por lo menos 90 dfas). Ia esterilidad de la solucidn
de carga se ensaya con un medio de tioglicolato (a 32-339C).

El pH de la solucién de carga luego de una incubacidén de 90 dias
ge verifica y se regula a pH 7,0 +1, El producto final (vacuna)
utilizado para experimentos con animales se prepara diluyendo
le solucién combinada de cargae con SRI' que contlene lo/ug de
FFRR y 3,5 unidades de op de cédlulas de vertussis/0,5 ml) (désis)

Los resultados de la respuesta de anticuocrpo de esta
vocuna combinade en las ratas jévenes aparccon en las figuras
1y 2 como se indica més adelante.

EJENPLO 4
Una solucién de carga de FPR (400/ug/m1) Se prepara

disolviendo 30 mg de FPR (como se prepardé en el Ejemplo 1)
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en 75 ml de solucidén salina regulada con fosfato estéril (SRF)
y se filtra a través de un filtro de miliporos 0,45/u. A 25 ml
de este FIPR concentrado se agrega un volumen igual (es decir
25 ml) de sugpensidén de células frescas de B. pertusois (Cepa
138) en SRF, pH 7,0 (que contlene células de 149 unidades de
op/ml) para preperar la solucién de carga de vacuna combinada.
Ia solucidén de carga (50 ml) se mantiene a 49C durante (por lo
menos (90 dfas). Ia esterilided de la solucidn de carga,se en-
saya como se menciond anteriormente con un medio de tioglico-
lato. E1 pH de la solucién de carga es 7,0 + 1. E1 producto
final (vacuna) utilizado para experimentos con animales se pre~

para diluyendo la solucidn combinada de carga con SRF, y conties

ne lo/ug de PR y 3,7 unidades de op de células de pertussis/o0,5
ml (désis).
EJENPLO 5

Ia solucién de carga de FPR (2oq/ug/m1 en SRF (pH 7,0
se preparan como en el Ejemplo 4. La solucidn de carga de pertus-
sis (que contiene 75 unidades de op/ml) se prepara diluyendo
25 ml de la suspensidn de células frescas de B. pertussis
(149 unidades de op/ml) con una cantidad igual de SRF. Ambas
solucicnes de carga se incuban a 4¢C durante 90 dfas o escasa-
mente més tiempo. La vacuna combinada se prepara tomendo 14 ml
de la solucién de carga de FPR (200/ug/m1), mds 14 ml de solu—~
cidén de carga (destoxificada) de antigeno de pertussis, (75 uni+
dades de op/ml) ¥y diluyeﬁdo con 112 ml de SRF (volumen final
140 ml). Ta vacuna final utilizada para experimentos don anima-
les contiene 10/ug de FFR y 3,7 unidades de op de pertussis/,
0,5 ml (désis).

Los resultados de la respuesta de anticuerpos a esta

vacuna combinada en ratas jévenes aparecen en las figuras 3 y
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para aislar y purificar
fosfato de poliribosil ribitol inmunolégicamente activo, abrevia

do por las siglas FPR y consistente en el polisacdrico capsular

==

de Haemopvhilus influenzae tipo b, en donde se fermentan capas de

organismo Haemophilus influenzae tipo b bajo condiclones conven

cionales; se aisla el FPR mediante precipitacidn convencional

con etanol; y se aisla adicionalmente el FPR como un complejo de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio mediante procedimientos con-
vencionales; caracterizado porque comprende las etapas de purifi

car el FPR agregando hidroxilapatita [T3.C83(P04)2Ca(0H227 en

aproximadamente; mezclar a una temperatura de aproximadamente 2
a 102C; centrifugar; eliminar el sobrenadante; vy repetir el pro-
cedimiento anterior de por lo menos dos veces mds; filtrar el .
sobrenadante a través de filtros apropiados; dializar contra agua
destilada libre de pirdgenos; y luego liofilizar.

2,~- Procedimiento para aislar y purifican
fosfato de poliribosil ribitol inmunolégicamente active, tal y
como queda sustancialmente descrito en la presents lMemorla e
ilustrado en los dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de l4 hojas escritas

a mdquina por una gola cara. o~
Madrid, 7 =& 1 479
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