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La invención se re fie re  a un procedimiento mejora 
do para l a  preparación de proteínas de membranas a p a r t ir  de 
Neisseria meningitidis, así como una vacuna que contiene es-; 
ta s  proteínas de membranas.

El agente patógeno de l a  Meningitis cerebrospina- 
l i s  epidémica es l a  Neisseria m eningitidis, llamada también 
meningococo. La rig idez de l a  nuca o l a  inflamación de la  
meninge transm isible por infección por la s  go titas de saliva 
aparece sobre todo en niños y personas que habitan en bardos 
de gran hacinamiento. Existe por lo tanto una necesidad de 
inmunizar a los grupos de personas expuestas a l peligro.

Según los conocimientos presentes la  proteina de 
membranas más importante (najor outer membrane proteón) dé 
l a  Neisseria meningitidis es capaz de inducir anticuerpos 
bacteric idas. Estos ofrecen una protección serológicamento 
espeóifica de tipo  contra la  enfermedad. Otros componentes 
de la s  Neisserias, especialmente los polisacáridos encapsu­
lados de los grupos A y C de las  mismas pueden establecer 
una protección especifica de grupo. Sin embargo, e llos no 
inducen ninguna protección efectiva contra Neisserias del 
grupo B. Asimismo fa lta n  indicaciones de que e l po lisacári- 
do encapsulado del grupo B pueda inducir ta l  protección.
Por lo tanto la s  proteínas de membranas de la  Neisseria me­
n in g itid is  grupo B son de in terés especial. *

Para l a  preparación de una vacuna es necesario
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obtener en cantidad suficientes proteínas de membranas a 
p a r t i r  de Neisseria meningitidis grupo B. El procedimiento 
descrito  por Frasch en Bact. 127. 973 -  981 (1976) conduce 
a un preparado ú t i l .  El rendimiento según este procedimien­
to se encuentra no obstante en e l lím ite  in fe rio r, económi­
camente soportable. La esencia del procedimiento según ' 
Frasch consiste en que górmenes o bacterias de l a  Neisseria 
meningitidis se lavan primeramente con soluciones salinas 
(soluciones de CaClg ó LiCl) y e l extracto se t r a ta  a con­
tinuación con desoxicolato. Tal como ya se ha mencionado es 
te  procedimiento conduce, no obstante, a un rendimiento ma­
lo .

Se ha hallado ahora sorprendentemente que e l ren­
dimiento puede aumentarse esencialmente s i l a  masa de gér­
menes se somete a un tratamiento directo con d e te rg en tes .- 
El material obtenido conforme a la  invención no se d is tin ­
gue de forma reconocible de preparados de proteínas de mem­
branas según Frasch. Aquél posee las  mismas propiedades 
e lec tro fo ráticas en soluciones tampón que contienen SDS. Su 
contenido de endotoxinas es tan comparable con el material 
obtenido según Frasch como su capacidad de inducir anticuer 
pos protectores en animales.

Objeto de la  invención es, por consiguiente, un 
procedimiento para la  preparación de proteínas do membranas 
a p a r tir  de Neisseria meningitidis, especialmente la  del
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guipo B, caracterizado porque se deja reposar aquella con 
l a  solución acuosa de un detergente en una concentración de 
0,1 % hasta 2 % durante 15 minutos hasta  24 horas, eventual 
mente con movimiento, se separa e l extracto respecto del re 
siduo de bacterias y eventualmente se purifica  adicionalmen 
te .  . ' .

*1
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Como detergente se emplea preferentemente desoxi- 
colato, especialmente en su forma soluble en agua de manera 
relativamente fá c i l ,  de la  sal sódica. La concentración del 
detergente de 0,1 hasta 2 % se re fie re  a l peso del detergen 
te  en gramos por volumen en mi. La proporción de masa húme­
da de bacterias a la  solución de detergente se encuentra 
ventajosamente en 1 : 3 -  1 : 20, preferentemente 1 : 5  
(peso/volumen).

Si como detergente se emplea desoxioolato de so­
dio, éste se u t i l i z a  en una concentración de 0,3 % hasta  ,1 
% en una solución acuosa. Como soluciones acuosas entran en 
consideración sobre todo la s  soluciones tampón habituales 
en la  p rác tica bioquímica o microbiológica.

Como m aterial de partida se recupera el cultivo 
de l a  Neisseria meningitidis que se puede obtener según pro 
cedimientos'conocidos, y la  masa ce lu la r se separa de la  
porción sobrenadante del terreno n u tritivo  o medio de cu lti 
vo. Es ventajosa para ello  la  centrifugación. El residuo 
de l a  centrifuga se suspende en la  solución que contiene 
detergente y se deja reposar durante un cierto  tiempo con­
forme a l a  invención. Después de e llo , e l extracto se sepa 
ra  del residuo ce lu la r. Igualmente es ventajosa aquí la  rea 
lizac ión  de una centrifugación.

La temperatura, a la  que se rea liza  la  extracción 
se lim ita  hacia abajo por el punto de congelación de las
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soluciones empicadas. El lím ite superior se deduce de la  
pérdida de inmunogeneidad de la s  proteínas de membranas me­
diante desnaturalización por calo r. Por lo tanto, se reco­
mienda trab a ja r en e l margen de temperaturas comprendido en 
tre  la  temperatura ambiente y aproximadamente 609C.

BÍ extracto se puede p u rif ica r adicíonalmente, s i 
se desea. Es conveniente, para e llo , someter primeramente -
e l residuo obtenible por ultracentrifugación a una nueva
extracción con la  solución que contiene detergente y repelí: 
esta  extracción de nuevo, s i se desea. En t a l  caso se deso­
cha en cada caso l a  porción sobrenadante de la  u ltra c e n tr i­
fugación y e l residuo se suspende en la  solución acuosa que 
contiene detergente.

Un enriquecimiento o una purificación es también 
posible con agentes precip itan tes, habituales en bioquímica 
para proteínas y correspondientes antigenos..Asi el antige-

y

no de Neisseria meningitidis puede ser precipitado por adi­
ción de por ejemplo 4 partes eh volumen de etanol y el pre 
cipitado puede volver a recogerse en solución acuosa.

El antigeno de Neisseria meningitidis, filtrad o  
en condiciones e s té r ile s  y eventualmente lio filiz ad o , es 
adecuado para inducir anticuerpos protectores contra el 
agente patógeno.

Este antígeno puede ser mezclado con agentes 
coadyuvantes, aditivos estabilizadores, materiales de carge



5

10

15

20

2510109

< toja $

o excipientes y sustancias sim ilares, que hallan u t i l iz a ­
ción habitualmente en l a  preparación de vacunas.

Las proteínas de membranas desarrollan un efecto 
inmunógeno. Una vacuna que contiene las  proteínas de mem­
branas, que pueden prepararse conforme a la  invención, en 
una cantidad eficaz desde e l punto de v is ta  de la  inmuniza­
ción constituye en especial el objeto de la  invención. La 
vacuna puede ser administrada en una dosificación de aproxú 
mudamente 10 -  <?00̂ ug por dosis. - *

La invención se explicará más detalladamente con 
ayuda de los ejemplos siguientes:
Ejemplo 1

300 g de masa de gérmenes (peso en húmedo) de- Neisseria me- 
n in g itid is , grupo B, cepa 986, fueron resuspendidos en. ; 
1.500 mi de solución de desoxicolato de sodio (0,5% de deso 
xicolato de sodio en Tris-HCl 0,01 H, pH 8,5, EDTA 0,01 M,) 

/T ris  = tris(M c^ox im etil)-amino-metano, EDTA = ácido e tile n  
diaminotetraacéticg^ que se había llevado previamente a 609 
C, y se mantuvieron durante 15 minutos en un baño de agua 
(5690). A continuación se efectuó una centrifugación para 
l a  separación de la  masa de gérmenes (Rotor Sorvall USA 
10.000 r.p.m ). A continuación, el residuo se tra tó  de nuevo 
t a l  como anteriormente durante 15 minutos con solución de 
desoxicolato de sodio y la  segunda porción sobrenadante se
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reunid con l a  primera porción sobrenadante después de nueva 
centrifugación. Las porciones "sobrenadantes reunidas se cen 
trifugaron  luego en una centrifuga Beckmann L 75 a 40.000 
r.p.m . en un ro to r 45 Ti durante 60 minutos. EL sedimento se 
suspendió en 150 mi de solución de desoxicolato de sodio y 
se agitó durante l a  noche a 4^0.

Para l a  purificación adicional!, l a  suspensión fue caíeh 
tada a l d ía  siguiente en un baño de agua (5620, durante 15 mj. 
ñutos)], se centrifugó de nuevo en l a  u ltracen trífuga  ta l  co­
mo anteriormente (ro to r 45 Ti 40.000 r.p.m, durante 60 minu­
tos) y e l sedimento se resuspendió en 150 mi de solución de 
desoxicolato dé sodio. Para l a  resuspensión se empleó un dis 
positivo lavador ultrasónico (ultrasonic Cleaner) de l a  f i r ­
ma Laboratory Supplies Co., Inc. Hielesville Nueva York, Esta 
dos Unidos de América. Partes alícuotas de 50 mi fueron',tra­
tadas cada vez durante 3 minutos, con onda sónica y reunidas 
a continuación. Material en partícu las se separó por una cen 
trifugación  repetida (ro to r Sorvall, SS-34 20.000 r.p.m, dn 
rante 20 minutos) y la  porción sobrenadante se f i l t r ó .  A con 
tinuación la  proteína de membranas se precipitó en condicio
nes e s té r ile s  por adición de 600 mi de etanol a l 96% y se de 
jó reposar durante 60 minutos. El precipitado se recuperó por 
ceñtrifugación (Sorvall, ro tor USA), se lavó una ves con 100 
mi de etanol y a continuación se recogió en condiciones es 
té r i le s  en 150 mi de rafinosa al. 5% y se agitó durante



p-

10

15

20

2510109

H o j n  n f i m .  Q

l a  noche a 4SC. Se determinó la  densidad óptica (D.O.) del 
m aterial (a 280 nm) y por adición de rafinosa a l 5% se ajus 
tÓ a D^O.ggQ =1*2. Este concentrado se transformó luego de 
manera habitual en una vacuna. Para la  determinación de la  
densidad óptica se tomó una parte alícuo ta en condiciones 
e s té r ile s , se precip itó  con 1 parte en volumen de ácido t r i  
cloroacético (TOA) (a l 10 %), e l precipitado se lavó en TÓá 
a l 5 % y se recogió en KOH 1 M. .

Ejemplo 2

50 g de masa de gérmenes se tra tó  t a l  como en e l ejemplo 1, 
pero en lugar de 0,5 % de desoxicolato de sodio se empleó 
una solución con 0,1 % de desoxicolato de sodio. El rendi­
miento fue de 0,8 mg/g de masa ce lu lar, mientras que e l, 
rendimiento segdn e l ejemplo de realización 1 fue de 2,3 
mg/g.

Eje.3T.Io.1 *
50 g de masa de gérmenes se tra tó  t a l  como en el ejemplo 1, 
pero en lugar de 0,5 % de desoxicolato de sodio se empleó 
una solución con 2,0 % de desoxicolato de sodio. El rendi­
miento fue de 2,2 mg/g de masa ce lu lar, mientras que e l 
rendimiento segdn e l ejemplo de realización  1 fue de 2,3 
mg/g.
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50 g de masa de gérmenes se tra tó  t a l  como en e l  ejemplo 1, 
pero en lugar de 0,5 % de desoxLcolato de sodio en Tris- 
-HC1 0,01 M, EDTA 0,001 M, se empleó 0,5 % de desoxicolato 
de sodio en a) tampón de fosfato 0,1 M, pll 7,8, b) tampón 
Hepes (Ó,l H, pH 7,8) ó c) tampón de carbonato de sodio !0,1 
M, pH 8 ,5 . Los rendimientos varían entre 1,8 mg/g y 2,51mg/
g. . . . .
Ejemplo 5 ..,
Conforme a l e jemplo 1 se realizó  l a  extracción con otroa * 
detergentes. La siguiente tab la  muestra los rendimientos:

Deter- Concen- Rendí- (mg/g peso en húmedo)gente_______t  ra c ió n ______ miento ________________ _.1
Urea 4 M 1,2
Emulphogen 1 % 1 % 1*3
(GAP Corp.) -
Tween 20 1 % 2,6
Tritón x 100 1% 2,7

2510109
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva, que se prc 
sentan para que sean objeto de esta  so lic itud  de.Patente *dó 
Invención en España, por VEINTE años, son los que se recoger 
en las  reivindicaciones siguientes: ' - '*'

13. Procedimiento mejorado para la  preparación-de 
proteínas de membranas a p a r t ir  de Neisseria meningitidis, 
caracterizado porque se deja reposar con la  solución acuo­
sa de un detergente en una concentración de 0, 1 hasta 2% 
en peso/volumen durante 15 minutos hasta 24 horas, eventual 
mente con movimiento, se separa e l extracto respecto del re 
siduo de bacterias y eventualmente se pu rifica  adicional­
mente.

23. Procedimiento segdn la  reivindicación 18, ca 
racterizado porque como Neisseria meningitidis se emplea 
una cepa del grupo B.

3&. Procedimiento segdn l a  reivindicación 13, ca 
racterizado porque como detergente se emplea desoxicolato.

4§. "PROCEDIMIENTO MEJORADO PARA LA PREPARACION 
DE PROTEINAS DE MEMBRANAS".

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que ante
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cede y para los fines que se han especificado. ,
Esta Memoria consta de once hojas escritas  a má­

quina por una sola c a ra . .

10

Madrid, 06.N0V1979
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