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la presente invención se relaciona con vacunas para 
la inmunización contra infecciones de Haemophilus influenzae 
tipo b tal como meningitis» Más específicamente, la presente 
invención se relaciona con: (1) un método para la aislación 
del polisacárido antígeno fosfato de poliribosil ribitol (FPR) 
a partir de cultivos de Haemophilus influenzae tipo b; y, (2) 
un procedimiento para la preparación de una vacuna combinada 
que contiene antígenos de FPR y B. pertussis. El FPR de la 
presente invención también deben ser efectivos cuando se utiliz 
en combinación con otras cepas no patógenas de bacterias, ta­
les como E. coli, B. subtilis, S. aureus, B. punilus y I»; 
plantarum, para descargar una respuesta de anticuerpo en anima­
les de sangre caliente.

El fosfato de poliribitol purificado (FPR) a partir 
de Haemophilus influenzae tipo b está siendo investigado como 
un inmunógeno protector. Sin embargo, no se ha logrado una 
respuesta antígena activa en animales jóvenes e infantes. El 
método del arte anterior para la purificación empleaba etanol 
y Cetavlon (bromuro de hexadeciltrimetil amonio). Los conta­
minantes, endotoxinas, y sustancias pirógenas eran eliminadas 
mediante el uso de fenol frío o cloroformo y t-butanol que 
puede resultar en la pérdida de la naturaleza antígena de este 
polisacárido.

Ahora se ha establecido un nuevo procedimiento para 
la aislación y purificación de FPR inmunológicamente activo 
a partir de rlaemophilus influenzae tipo b.

El procedimiento lia ser descripto tiene ventajas par­
ticulares sobre los procedimientos del arte anterior y que todo 
los contaminantes (ácidos nucleicos, proteinas y endotoxinas) 
son eliminados hasta el nivel mínimo mediante un tratamiento
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con hidroxilapatita. El FPR preparado mediante el procedimien­
to aquí descripto proporciona un polisacárido de superior peso 
molecular que aquellos registrados anteriormente.

Más importante, el FPR preparado mediante este nuevo 
procedimiento es altamente inmunógeno en animales de sangre 
caliente en contraposición con el FPR producido mediante pro­
cedimientos del arte anterior.

Un procedimiento para la eliminación de contaminantes 
(proteínas, ácidos nucleicos y endotoxinas) en el polisacárido 
FPR se realiza tratando el polisacárido parcialmente purificado 
con un absorbente que contiene fosfato que no absorbe el poli, 
sacárido bajo condiciones designadas.

El segundo objeto de la presente invención es proveer 
un proveer un procedimiento para la preparación de una vacuna 
combinada de FPR y pertussis que es altamente inmunógena en 
animales jóvenes.

(I) Aislación y purificación de fosfato de poliribosifa
ribitol, el polisacárido capsular de Haemophilus 
influenzae tipo b.

Organismos, Medio de Desarrollo y Cultivo
Se utilizaron dos cepas do Haemophilus influonzae tipb 

La cepa Rab oe obtieno del Hospital de Bebdo Graco Leldy, Unive 
sidad de Columbia, Ciudad de New York, New York. La copa CK 
se aisló de un paciente del Hospital Waterbury 7/aterbury, Conn. 
Los organismos se hicieron pasar a través de ratón 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 Infusión de Cere­
bro Corazón a 3,7$ (ICC) (Difeo Lab., Detroit Midi.) o en un 
agar de ICC al 5$ suplementado con 0,01$- de dinucleótido de
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nicotinamida adenirta (DNA) (P-L Biochemicals, Llilwaukee, vYis.) 
y 1% (v/v) de sangre de caballo desfibrinada (Animal Blood 
Center, Syracuse, N. Y.) y luego se distribuyeron en porciones 
de 1 mi en ampollas, se liofilizó y se almacenó a -702C.

El medio basal utilizado para el desarrollo de los 
organismos es (ICC) al 3>7$. El medio basal es suplementado 
con 10 mg de DNA y 20 mg de hemina (Eastman Kodak, Rochester, 
N. Y.) por litro. Se agrega up¡ por ciento (v/v) de sangre de 
caballo desfibrinada por 50 mi de cultivo de siembra. los su­
plementos se preparan en forma fresca y se filtran a través 
de una unidad de filtro Nalgene de 0,45/1* (Nalge Sybron Corp., 
Rochester, N. Y.) antes de usar. Para el desarrollo del orga­
nismo en un fermentador de 14 litros, el medio se suplementa 
adicionalmente con 0,5$ de glucosa.

Para preparar un frasco de organismos de siembra, 
un mi del cultivo de carga congelado se descongela y se 
transfiere a 50 mi del medio de ICC enriquecido suplementado 
con sangre de caballo desfibrinada y DNA. El cultivo se desa­
rrolló durante 6 horas a 372C en un agitador giro-rotatorio a 
150 rpm. Los organismos se agregan como u4 inóculo al 1$ a 
porciones de 500 mi del caldo de ICC enriquecido en frascos 
de 2 litros que luego se incuban a 37SC con agitación moderada 
en un agitador giro-rotatorio durante 8 horas (para aislación 
de PPR) a 14 horas (como cultivos de siembra).

La fermentación de cada carga en un fermentador de 
14 litros se inicia transfiriendo asépticamente 700 mi del 
cultivo de siembra a 7 litros del caldo de ICC enriquecido 
suplementado con hemina en lugar de sangre de caballo desfi­
brinada. El cultivo se mantiene continuamente a 37e+ 1-C. El 
tanque se agita a un régimen de 150 rpm.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 agrega si es necesario 0,001# de 
un antiespumante de silicona (FD-82, Hodag Chemical Corp.). 
los cultivos se desarrollan hasta el último logaritmo de cre­
cimiento (8 a 10 x 10^ 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» 
Aislación de Fosfato de Poliribosil Ribitol (FPR)

Caldo de cultivo preparado como se describid anterior­
mente se centrifuga a 27,000 x g durante 30 minutos a 4eC. El 
sobrenadante libre de células se recoge y se trata como sigue: 
Etapa 1, Precipitación con Etanol

II sobrenandante de cultivo se agrega acetato de sodic 
(conoentracidn final de 4#). La solución se regula a pH 6,0-6,2 
y se agrega lentamente con vigorosa agitacidna 4eC 44 litros 
de etanol 3A. La mezcla se regula a pH 6,8 con ácido acético 
glacial y luego se deja reposar durante 12 horas a 32C» El 
precipitado resultante se recoge por decantación y luego se 
centrifuga para proporcionar FPR crudo,
Etapa 2. Tratamiento con Oetavlon (bromuro de hexadeciltrimetil 
amonio).

El precipitado de la etapa 1 se disuelvo on agua 
destilada libre del pirógeno y se centrifuga para eliminar 
el residuo. La solución castaño clara luego se agrega lenta­
mente a 100 mi de una solución acuosa al 10# de Oetavlon con 
mezclado (concentración final de 0,5#). La mezcla se agita 
durante una hora y luego se centrifuga. El precipitado de 
ácido nucleico y complejo de FPR-Cetavlon se mezcla con dos 
litros de cloruro de sodio 0,31-T. La solución 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 se precipite la sal de FPR-Cetavlon. La 
mezcla se agita durante una hora, el precipitado se recoge por 
centrifugación y luego se disuelven 2 litros de cloruro de so­
dio 0,3M.
Etapa 3< Precipitación con Etanol

Cetavlon y los contaminantes de ácido nucleico y pro­
teínas se eliminaron adicionalmente por precipitación con etanol 
(por lo menos dos veces). El FPR se precipita como se describió 
en la Etapa 1 mientras que se disuelve Cetavlon en la solución 
alcohólica. El FPR se recupera por centrifugación, se disuelve 
en dos litros de agua destilada libre de pirógenos y luego se 
reprecipita como se describió anteriormente. El precipitado de 
FPR final se solubiliza en fosfato de sodio 20mM pH 6,8.
Etapa 4, Tratamiento con hidroxilapatita

Contaminantes (por ejemplo ácidos nucleicos, proteínas 
y endotoxinas) en las preparaciones de FPR parcialmente purifi­
cadas se eliminan selectivamente por adsorción en un adsorben­
te que contiene fosfato de calcio tal como hidroxilapatita 
¿f3.Ca3(P04)2.Ca(0H)27

La presente invención se basa en el descubrimiento de 
que el polisacárido FPR no es absorbido por el adsorbente de 
fosfato de calcio que contiene regulador fosfato (20ml) que tie­
ne un pH de aproximadamente 6,7-6,9j un regulador fosfato (50 mM 
que tiene un pH de aproximadamente 5,8; sin embargo, los conta­
minantes (tales como ácidos nucleicos, proteinas y endotoxinas) 
son adsorbidos bajo estas condiciones. El procedimiento de la 
presente invención puede llevarse a cabo en una operación en tan 
da o en columna. En un procedimiento en tanda, la hidroxilapatii
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se agrega para la preparación de FPR parcialmente purificadas 
(en fosfato eOmM; pH 6»9)* La mezcla se mezcla bien y se cen­
trifuga para eliminar sólidos no deseados (adsorbente y los 
contaminantes adsorbidos por el adsorbente). El fluido sobrena­
dante se somete al procedimiento precedente por lo menos 2 ve­
ces más. la solución resultante se filtra a través de filtros 
de miliporos, se dializa contra agua destilada libre de piróge­
no y se liofiliza.

En una operación en columna, el FPR parcialmente 
purificado en regulador fosfato 20mM (pH de por lo menos 5>8), 
se aplica uña columna que contiene la hidroxilapatita adsorben­
te que ña sido equilibrada con regulador fosfato 20mM, pH 5>8, 
y eluida con un gradiente en etapas de regulador fosfato de so­
dio (pH 5,8) de 20mM a 100 mM. Se recogen fracciones y se ana­
lizan con relación a pentosa (para fosfato de polirobosil ribi- 
tol). Aquellas fracciones que son positivas para pentosa se dia- 
lizan con agua destilada libre de pirógeno y se liofilizan.

( I I )  Un procedimiento para preparar una vacuna combi­
nada que consiste en FPR a partir de antigenos <j< 
H. influenzas tino b y B. pertussis

Para preparar una vacuna de FPR, se disuelve FPR liof: 
lizado (preparado como se mencionó anteriormente) a una concen­
tración de 20 ug.ml en solución salina regulada con fosfato 
(SRF) (0,113 g de difosfato de potasio, 0,83 g de fosfato disó­
dico, 8,5 g de cloruro de sodio por litro, pH 7,0, que contie­
ne 0,01$ de timerosal). la vacuna se filtra estéril a través de 
unidades de filtro de giliporos de 0,45/U, se suministra en 
ampolletas de vidrio, y se almacena a 42C.

Se prepara una solución concentrada de FPR pesando 
cantidad predeterminada del polisacárido y disolviéndolo en so-.
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lucida 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 
solución concentrada de FPR luego se mezcla con un volumen 
apropiado de suspensiones de células frescas de B. pertussis 
para preparar la solución de carga. la vacuna combinada en esta 
solución de carga contiene 200^ug de FPR y aproximadamente 70 
unidades de opacidad (op) de células por mi. la solución de 
carga se mantiene a 42C durante 90 días para permitir la des- 
toxificación de antígenos de pertussis antes de preparar el 
producto final (vacuna) que contiene lO^ug de FPR y 3,5 unida­
des de op de células de pertussis/dósis de 0,5 mi).

EJEMPLO 1
Se agrega hidroxilapatita (por ejemplo, Bio. gel HTP, 

Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif.), 2,5 g se agregan a 
250 mi 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 2GmM, 
pH 6,9 y se mezcla en un baño de agua helada (l-4.sc) durante 
una hora. La mezcla se centrifuga en el Sorvall RC2-B durante 
30 minutos a 16,000 x g. El fluido sobrenadante luego se hace 
pasar a través de un filtro de miliporos de 0,65yu y se somete 
al procedimiento precedente (tratado cada vez con 2,5 g de 
hidroxilapatita dos veces más). La solución resultante se 
filtra a través de filtros de miliporos 0,65^u y 0,45yu, se 
dializa contra agua destilada libre de pirógenos y se liofiliza. 
El producto liofilizado exhibe fuerte actividad inmunógena 
(ver más adelante vacuna combinada y experimento con animales) 
y contiene muy bajos contaminantes (tales como ácidos nucleicos, 
proteínas y endotoxinas) (ver la Tabla I siguiente). Se obtiene30.
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aproximadamente 170 mg del FPR liofilizado. La recuperación de 
FPR por el procedimiento es aproximadamente 70$ del polisacári- 
do de partida. El FPR debe almacenarse bajo condiciones apropia-' 
das, tal como a 42C en un desecador sobre pentóxido de fósforo 
y gel de sílice.

EJEMPLO 2
Un FPR parcialmente purificado (300 mg de FPR) se 

disuelven en 100 mi de regulador fosfato de sodio 20ml<!, pH 
5,8 (es decir 3 mg de FPR/ml). Esta solución se aplica a una 
columna a temperatura ambiente (5,0 x 45 cm) de hidroxilapati- 
ta (un volumen de lecho de aproximadamente 250 mi que ha sido 
equilibrado con regulador fosfato de sodio 20mI?I, pH 5,8 y eluido 
con un gradiente en etapas de regulador fosfato de sodio 20mM, 
50ml,í, lOQmM, pH 5,8. Las fracciones individuales (200 mi) elui- 
das con regulador fosfato de sodio 20mM y 50 mM (pH 5,8), posi­
tivos para pentosa (determinación de pentosa mediante el méto­
do orcinal) se recogen, se dializan y contra agua destilada 
libre de pirógeno y se liofilizan. Se obtiene aproximadamente; 
206 mg del producto liofilizado, FPR.

La pureza.del polisacárido. FPR se analiza estimando 
hasta que grado está contaminado con ácidos nucleicos, protoi- 
nas y endotoxinas. La concentración de proteina se determina 
mediante el método de Lovvry, y otros en J. Biol. Chem. 193:265 
(1951) con albúmina de suero bovino como norma. El ácido nuclei­
co se mide mediante la adsorción de la solución de FPR a 260 
nm. La adsorción a 50 ug de ácido nucleico es un mi de agua 
en una célula de un pasaje de luz de 1 era ae presume como igual 
a 1,0. El tamaño molecular se estima mediante medios de filtra­
ción de Sefarosa 4B a 2B gel en columnas de 1,5 x 90 cm 
(Pharmacia-Fine Chemicals, Piscataway, N. J.). Los'valores de
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coeficiente de partición (Kd) se calculan a partir del diseño 
de elución desarrollado por la reacción orcinal (Herbert, y 
otros, Methods in Microbiology, Yol. 5B, 285-291).
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Características físico-Químicas de 7PR Pre:ido

Ensayo !

Procedimiento tamaño Rentosa Acido
mol.(Kd) lo nudeico Pro t¡

lo

Ejemplo 1 0a 36,0 0,8 0,7

Ejemplo 2 0,44b 33,8 0,3 0,7

a) Utilizando Sefarosa 2B y 4B, peso molecular > 2EI"
b) Utilizando Sefarosa 4B
c) yug T P E A s de peso corporal del Conejo cue no prop«iona fié
d) Dilución recíproca de PPR (lOOyUg FPR/ml) cuando 

se compara con "Bureau of Biologies El (norma de 
endotoxina)



o

Endo "toxina

Proteina
lo

Ensayo de pi­
rógeno de 

conejo

d .ensayo de 
Lisato de 
I-imulus

0,7 10,0 1/400

0,7 10,0 1/1000

na fiebre
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EJEMPLO 3
Se prepara como sigue una vacuna combinada que contie­

ne FPR a partir de antígenos H. influenzae tipo b y B. pertussis 
se disuelve 140 mg de PER (como se prepara en el Ejemplo 2)
350 mi de solución salina regulada con fosfato estéril (SRF) 
(0,113 g de difosfato de potasio, 0,83 g de fosfato disódico, 
y 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 solución concentrada de FPR (400yug/ml) 
se utiliza para preparar una vacuna combinada que consiste en 
antígenos de PPR y B. pertussis.

A 150 mi de la solución concentrada de PPR (400yug/ml) 
se agrega 150 mi de suspensión 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 solución de carga de la 
vacuna combinada. Esta solución de carga (300 mi) se mantiene 
a 42c hasta que se disminuye el nivel de endotoxina de la 
pertussis (por lo menos 90 días). La esterilidad de la solución 
de carga se ensaya con un medio de tioglicolato (a 32-332C)«
El pH de la solución de carga luego de una incubación de 90 días 
se verifica y se regula a pH 7,0 +1. El producto final (vacuna) 
utilizado para experimentos con animales se prepara diluyendo 
la solución combinada de carga con SRF que contieno lO^ug de 
PPR y 3,5 unidades de op de células de pertu33is/0,5 mi) (dÓ3Ís)

Los resultados de la respuesta de anticuorpo de esta 
vacuna combinada en las ratas jóvenes aparecen en las figuras 
1 y 2 como se indica más adelante.

EJEMPLO 4
Una solución de carga de PPR (400yug/ml) se prepara 

disolviendo 30 mg de FPR (como se preparó en el Ejemplo 1)
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en 75 mi de solución salina regulada con fosfato estéril (SRF) 
y se filtra a través de un filtro de miliporos 0,45^u. A 25 mi 
de este FPR concentrado se agrega un volumen igual (es decir 
25 mi) de suspensión de células frescas de B. pertusoia (Cepa 
138) en 5RF, pH 7,0 (que contiene células de 14-9 unidades de 
op/ml) para preparar la solución de carga de Vacuna combinada, 
la solución de carga (50 mi) se mantiene a 420 durante (por lo 
menos (90 dias). la esterilidad de la solución de carga se en­
saya como se mencionó anteriormente con un medio de tioglico- 
lato. El pH de la solución de carga es 7,0 + 1. El producto 
final (vacuna) utilizado para experimentos con animales se pre­
para diluyendo la solución combinada de carga con SRF, y contie­
ne 10y-ug de FPR y 3,7 unidades de op de células de pertussi3/0,5 
mi (dósis).

EJENPIQ 5
la solución de carga de FPR (200^ug/ml en SRF (pH 7,0 

se preparan como en el Ejemplo 4 . la solución de carga de pertu$- 
sis (que contiene 75 unidades de op/ml) se prepara diluyendo 
25 mi de la suspensión de células frescas de B* pertussis 
(149 unidades de op/ml) con una cantidad igual de SRF. Ambas 
soluciones de carga se incuban a 42C durante 90 días o escasa­
mente más tiempo, la vacuna combinada se prepara tomando 14 mi 
de la solución de carga de FPR (POO^ug/ml), más 14 mi de solu­
ción de carga (destoxificada) de antígeno de pertussis, (75 uni­
dades de op/ml) y diluyendo con 112 mi de SRF (volumen final 
140 mi). la vacuna final utilizada para experimentos con anima­
les contiene lO^ug de FPR y 3,7 unidades de op de pertussis/,
0,5 mi (dósis).

los resultados de la respuesta de anticuerpos a esta 
vacuna combinada en ratas jóvenes aparecen en las figuras 3 y
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REIVINDICACIONES
1. - Procedimiento para aislar y purificar 

fosfato de poliribosil ribitol inmunológicamente activo, abrevia 
do por las siglas FPR y consistente en el polisacárico capsular 
de Haemonhilus influenzae tipo b, en donde se fermentan capas de 
organismo Haemophilus influenzas tipo d bajo condiciones conven 
cionales; se aisla el FPR mediante precipitación convencional 
con etanol; y se aisla adicionalraente el FPR como un complejo de 
bromuro de hexadeciltrimetilamonio mediante procedimientos con­
vencionales; caracterizado porque comprende las etapas de purifjL 
car el FPR agregando hidroxilapatita /-3.Caj(P0¿f)2C a ( 0 H 2 e n
un regulador fosfato de sodio 20 milimolar a un pH de 6,5 a 7,0 
aproximadamente; mezclar a una temperatura de aproximadamente 2 
a 102C; centrifugar; eliminar el sobrenadante; y repetir el pro­
cedimiento anterior de por lo menos dos veces más; filtrar el . 
sobrenadante a través de filtros apropiados; dializar contra agu; 
destilada libre de pirógenos; y luego liofilizar.

2. - Procedimiento para aislar y purificar 
fosfato de poliribosil ribitol inmunológicamente activo, tal y 
como queda sustancialmente descrito en la presente Memoria e 
ilustrado en los dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de 14 hojas escritas
a máquina por una sola cara. _

Madrid, W7Q
AMERICAN CYANAMID COMPANY
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