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P A T E N T E I N V E N C I O ND E

por VEINTE años

solicitad a  en España a favor de FIERRE PAIRE S.A. , de nacio­

nalidad francesa» domiciliada en 125» rae de la  Faisanderie, 

75 París 16, Francia, por "Procedimiento de preparación de 

proteoglicanos membranarios bacterianos purificados1!» con 

prioridad de la  so lic itu d  francesa 78 35 649 de fecha 19 di* o .* .•
ciembre 1 9 7 8 . --------------------------- r -----------------------. -  - -----------

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invención se re fiere  a unos proteogli 

canos membranarios bacterianos purificados y destoxificados 

y , en su aspecto reivindicado, se re fie re , en particular a 

un procedimiento para su preparación como adyuvante de inmu 

nidad en las vacunas • - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Es preciso recordar que la s  vacinas están, en ge­

neral, constituidas por uno o varios elementos inmundgenos.
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es decir susceptibles de hacer aparecer una reacción inmuni- 

taria . -  —  -  —  -

Ea ciertos casos» sin embargo» lo s  elementos inmu- 

nógenos son incapaces de desarrollar solos su poder inmunogó 

5. n ico, o bien lo  desarrollan solamente en un grado extremada­

mente dábil, es preciso entonces recurrir a productos denomi 

nados "adyuvantes de inmunidad**. - - - - - - - - - - - - -

' Los adyuvantes de inmunidad son clásicamente unos 

productos que tienen una actividad inmunoestimulahte’ sin ser 

10. inmunógenos por s í mismos} se puede c ita r  por ejemplo el ad­

yuvante de Freund incompleto (IFA) que está compuesto por 

85?5 de parafina y de 15$ de n a f t a le ñ o . -------------- - - - t --------

La presente invención se re fiere  por tanto a irnos 

adyuvantes de inmunidad titiles en las vacunas y» más particu 

15. larmente» en las vacunas llamadas ribosomales o a base de

ARN. Este tipo de vacunas ribosomales ha sido descrito en 

particular en la  patente franoesa no. 73 43957. -  ---------------

Se trata de vacunas que contienen a t ítu lo  de com­

puesto inmunógeno» o bien unos ribosomas bacterianos» o bien 

20. unos ARN bacterianos que provienen de las bacterias patóge­

nas contra la s  cuales se desea obtener inmunidad. Sin embar­

go» como está descrito en la  patente precedente» estos com­

puestos inmunógenos no pueden actuar completamente más que en



Presencia-de adyuvantes de inmunidad constituidos por lo s  

proteoglicanos membranarios extraídos de membranas de bao te 

r i a s . --------------------------------------------------------- --------------------------*

Sin embargo, lo s  procedimientos conocidos«actual­
mente para la  preparación de estos proteoglicanos n©B permi-

v *
j  ¿

ten una purificación  y una destoxificación completas de es-
*  .3 -

tos proteoglicanos, lo  que puede conducir en ciertos casos a 

reacciones vacunales o a reacciones pirogénicas que es inte­

resante poder evitar, -  -  ------- --------- ------------ ----------------------

En particular, la  presente invención se' refiere  a 

un procedimiento que permite purificar lo s  proteoglicanos a 

f in  de obtener unos proteoglicanos membranarios bacterianos 

solubles en agua, lo  que constituye una ventaja considerable 

puesto que lo s  proteoglicanos así obtenidos pueden ser este­

rilizados por filtra c ió n , por tanto sin recurrir al calor 

que podía desnaturalizar sus propiedades. Es por e llo  por lo  

que, en el marco de la  presente invención, será preciso en­

tender por proteoglicanos purificados unos proteoglicanos so 

lubles en agua, -  —  ------- --------------- - - - - - - - - - - -

Es por e llo  por lo  que la  presente invención se re 

f ie re  a un procedimiento destinado a purificar y a destoxi- 

f ica r  lo s  proteoglicanos membranariOB bacterianos, unos pro 

teoglicanos membranarios purificados y su aplicación como 

adyuvante de inmunidad en las Vacunas, -  --------------------------



La presenta invención se re fiere  a un procedimien­

to de preparación de los  proteoglicanos membranarios bacte­

rianos solubles purificados, caracterizado porque comprende 

por lo  menos una etapa de tratamiento dé lo s  proteoglicanos 

brutos en medio acuoso por una base o un hipobromito seguida 

por la  eliminación del exceso de reactivo y del residuo inso 

luble, hallándose los  proteoglicanos purificados er solución 

acuosa. -  —  - -------------------------------  - -------------*---------------

En un modo de realización del procedimiento según 

la  invención, lo s  proteoglicanos brutos son tratados por un 

hidróxido alcalino, en particular la  sosa, en agua, con una 

molaridad comprendida entre 0,05 y 2 M, preferentemente 0,1 

M, prosiguiéndose e l tratamiento algunas horas, por ejemplo 

24 horas, a temperatura ambiente, por ejemplo 2520, y prefe- 

r  en temen te bajo agitación. Este tratamiento tiene por efeoto 

h idrolizar de forma controlada lo s  proteoglioanos a fin  de 

extraer de lo s  mismos la  fracción soluble. - - - - - - - -

En este modo de realizaoión, a fin  de eliminar el 

exoeao de reaotivo, el hidrolizado es neutralizado por un áci 

do tal como el ácido clorhídrico, y la  sal s u b í  formada es e l i  

minada por ejemplo por d iá lis is  oontra agua destilada. Queda 

entonces un residuo insoluble que ee puede eliminar por preoi 

pitaoión, «a particular por centrifugación, por ejemplo 45 
minutos a 30.000 g y 4°C. —  -  - -  - -  —  -  —  - ----------

El sobrenadante constituye lo s  proteoglicanos solu
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bles p u r i f i c a d o s . ------------------------------------------------------------—

En un segundo modo de realización del procedimiento 

según la  presente invención) los  proteoglicanos brutos en el 

agua son tratados por un hipobromito alcalino por una dura-

5. ción del orden de algunas decenas de minutos, preferentemente
* * *

a temperatura ambiente y bajo agitación, y después >1° hipobro 

mito en exceso puede ser eliminado en particular per1 d iá li­

sis de 24 horas contra agua corriente y después contra agua 

d e s t i la d a » ---------------------------------- ------------------------------------------

10. El residuo insoluble puede ser eliminado como se

ha indicado precedentem ente.-------------------- -  -  -  —  -  —

El procedimiento según la  presente invención com­

prende además, preferentemente, una etapa de eliminación de 

lo s  lip id os  A por h id ró lis is  ácida en medio acuoso, preferen 

15. temente a temperatura comprendida entre 70 y 1002C, en pre­

sencia de aproximadamente 1$ de ácido acético g lacia l por 

una duración del orden de 90 minutos y eliminación del preci, 

pitado formado. ----------------------------------------------------------- -  -  -

La presente invención se re fiere  también, a títu lo  

20. de adyuvante de inmunidad en leus vacunas, a unos proteoglica

nos membranarios bacterianos solubles en agua, purificados, 

caracterizados porque tienen la  composición siguiente en p£ 
s o j ----------- ------------------- •----------------------------------------------- ---------



-  6  -

Hexosas 24-42 *
Proteínas 31-53 *
Lípidos 12 -18  *
Hexosaminas 2-6 *
ARN, menos de 0,5 *
ABN, menos de 0,2 *
LPS, menos de 0,001 *

■> ■»

 ̂ ^

Entre estos proteoglicanos, es preciso c itar  en

particular lo s  proteogLicanos que tienen la  oomposición si-

guiante: ----------------------- --

Hexosas 37 + 5 £ :
Proteínas 36,5 + 5 *
líp id os 1 5 + 3 *
Hexosaminas 5 + 2 *
ARN <0,5 *  .
AUN <$0,2 *
LPS <0,001*

que pueden obtenerse por la  realización del procedimiento 

precedente en el cual se u t il iz a  un hidróxido alcalino. -

20. Es preciso también mencionar entre lo s  proteogli-

canos de la  invención lo s  proteoglicanos que tienen, la  com­

posición s ig u ie n t e : ----------- —  --------------------------------- —  '

Hexosas 29 + 5 *
Proteínas 48 + 5 *
Lípidos 15 + 3 *
Hexosaminas 4 + 2 *
ARN <0,5 *
km « 0 ,2  *
Id?S <0,001*



que pueden obtenerse en particular por la  u tilización  del 

procedimiento precedente en la  cual se u t il iz a  un hipobromi- 

t o , ------------------------ --------------------------------------------- -------------------

A fin  de caracterizar las diferentes fracciones» 

se pueden u t iliz a r  lo s  métodos analíticos siguientes: -  -  -

Hexoaas : Por la  reacción de la  antrosa según SCOTI.(T.A.)» 
MELVIN (e.H.) 1953, Analyt. Chem. 25, 1956.

Proteínas : por la  reacción del Biuret según (JORNAL! (A.G.), 
BARDAXILL (C.A.) DAVID (V .V .), 1949, j .  B iol. Cbem. 177,751.

o ->

Lípidos : por un método gravimétrico basado en una extracción 
global por disolventes orgánicos.
Hexosaminas : por su reacción con el p. dimetilaminobenzalde, 
bído según MORGAN (W .I.S.) RONDEL (C.J.M .), 1955» Biochem. 
J .6 1.

ARN : (ácido ribonucléico) : por espectrofotometría u .v . di­
recta a 260 mm y por la  reacción con el orcinol según LUSENA 
(C .V .), 1951, Cañad. J. Biochem, 29» 107-108.

ADN ; (4cido desoxiribonucléico) por la  reacción coloreada 
con la  difenilamina según BURION (X .) ,  1956, Biochem. J. 
62,315.

LPS (lipopolisacárid os), por la  reacción coloreada con la  
carbocianina descrita por JANDA (J .) ,  WORK (E .), 1971, FEBS 
Letters, v o l. 16, no. 4, p . 343-345.

Agua residual : por la  reacción de Karl PIgOHER.

En general, lo s  proteoglicanos membranarios brutos 

pueden ser preparados por cualquier procedimiento conocido, 

en particular por e l procedimiento descrito en la  patente men
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cionada o por centrifugación fraccionada» a partir de una 

biomasa bacteriana molida» a fin  de sedimentar sucesivamente 

lo s  residuos celulares bajo una aceleración comprendida en­

tre , preferentemente, 7000 y 8000 g durante algunos minutos, 

5. después las membranas bajo una aceleración de 20*000 a 40.000

g durante algunas decenas dé minutos, y después separación 

de los  proteoglicanos de las membranas por centrifugación 

fraccionada en solución salina y en a g u a . ----------- -  -  -  -  -

El esquema siguiente da un ejemplo de obtención de 

10. proteoglicanos purificados a partir de una biomasa bacteria­

na. —  ’----------------------------------------------------------------------------------



Representación esquemática de la  preparación de los  
proteoglicanos

Biomasa 4
Molido

4
Centrifugación 7*500 g -  10 mn 

4
Centrifugación 30.000 g -45 mn 

4
Nueva toma NaCl 0,15 M

4
Centrifugación 7.500 g -  10 mni/
Centrifugación 30.000 g -45 mn 

4 •
Nueva toma H«0

ir 2
Centrifugación 7.500 g -  10 mn
Centrifugación 30.000 g -45 mn

4
Nueva toma Ho0

I 2
Centrifugación 7.500 g -  10 mn

4
Sobrenadante : proteoglicanos brutos

\
H idrólisis por NaOH 0,1 N

4
N eutralización 

D iá lisis
4

Centrifugación 30.000 g 

Sobrenadante

H idrólisis por BrONa
D iálisis

4
Centrifugación 30.000

Sobrenadante
Proteoglicanos solubles

4
H idrólisis por CĤ COOH 1$
Centrifugación 30.000 g 
D iálisis 
E sterilización 
\ ,

Proteoglicanos purificados destoxificados
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Los proteoglicanos membranarios según la  presenta 

invención que son particularmente interesantes se extraen de 

la s  membranas de las bacterias gram negativas, en particular 

de lo s  géneros K lebsiella , Serratia y Escherichia y muy par- 

5, tioulármente de: ------------------------------------------------------------------

K lebsiella pneumonías 
Serratia mareescens 
Escherichia c o l i .

La presente invención se re fiere  también.a las va- 
10. cunas que contienen los  proteoglicanos membranarios descri­

tos anteriormente y, en particular, las vacunas que contienen 

a t ítu lo  de fracción lnmunogénica lo s  ribosomas o los  ABE ex 
traídos de bacterias patógenas contra las cuales se desea la  
inmunidad. ----------------------------------------------------------------------------

15. Los ARE y lo s  ribosomas u tilizab les  en las vacunas

según la  invención pueden prepararse por procedimientos cono 

cidos, en particular lo s  procedimientos descritos en las pa­

tentes francesas 73 43957, 75 10252 y 76 24124. - - - - - -

En un modo de realización de este aspecto de la  in 

20. vención, está previsto que la  relación en peso entre la  fra£

ción lnmunogénica y los  proteoglicanos de la  invención esté 

comprendida entre 1,4 y 1,6 y preferentemente 1,5. --------------

Se pueden c itar  muy particularmente las vacunas 

siguientes: ---------------------------------------- --------------------------------
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5.

10.

15.

20,

25.

1) Vacunas bronco-QRL

a) Asociación. Ribosomas-proteoglicanos

-  ribo somas de K lebsiella pneumonías . . . .  3>5 yug
-  ribosomas de StreptococcuB pneumonías . . 3»0 yug
-  ribosomas de Streptococcüs pyogenes A^* • 3»0 y&g
-  ribosomas de Hemophilus influenzas . . . .  0,5 yug
-  Proteoglicanos de K lebsiella pneumonías. . 15,0 yug

b) Asociación ARN ribosomal-proteoglicanos " ” '*
O *

-  ARN ribo somal de K lebsiella pneumonías . '/,--2,45 yug
-  ARN ribosomal de Streptococcüs pneumoniae.” - 2,10yUg
-  ARN ribosomal de Streptocbccus pyognnes A12 ,2» 10 yug 
■* ARN ribosomal de Hemophilus influenzas . . 0 , 3 5 yug

*" Proteoglicanos de K lebsiella p n e u m o n ía s .10,50yug

.2) Vacunas anti-piorróicas

a) Asociación Ribosomas-proteoglicanos

-  ribosomas de Rothia dentócariosus. . . . .  1,2 yug
-  ribosomas de Actinomyces viscosus................... 1,2 yug
-  ribosomas de Streptococcüs mutans. . . . v  0,8 yug
-  ribosomas de Streptococcüs salivarius. . • 2,0 yug
-  ribosomas de Lactobacillus casei . . . . .  1,2 /ug
-  Proteoglicanos de K lebsiella penumoniae. . 9,6

b) Asociación ARN-ribosomal Proteoglicanos

-  ARN ribosomal de Rothia dentó cariosus. . .
-  ARN ribosomal de Actinomyces viscosus. . .
-  ARN ribosomal de Streptococcüs mutans. . .
-  ARN ribosomal de Streptococcüs salivarius. 
“  ARN ribosomal de Lactobacillus casei . . . 
~ Proteoglicanos de K lebsiella pneumonías. .

0,84yug 
0 $ 84yug 
0,56yug 
1»40yug 
0 ,84yug 
6,72yug
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5.

10,

3) -  Vacuna dermatológica anti-acnáica

a) Asociación ribosomas -  Proteoglicanos

-  ribosomas de Corynebacterium acnés» . . . . .  . 2 yug
-  ribosomas de Corynebacterium parvum . . . .  .. 2 yug
-  ribosomas de Streptococcus pyogenes . . . . .  .. 2 yug
-  ribosomas de Staphyloooccus epidermidis ..  .• . 2 yug
-  Proteoglicanos de Serratia merceseens • . . .1 2  yug

b) Asociación ARN ribosomal -  Proteoglicanos

-  ARN ribosomal de Corynebacterium acn és .'. . .
-  ARN ribosomal de Corynebacterium parvum . . .
-  ARN ribosomal de Streptococcus pyogenes
** ARN ribosomal de Staphyloooccus epidermidis,.
-  Proteoglicanos de Serratia maroescens . «\ . .

M y U g
í » 4y u g
M y U g
1»4yWg
8,4yUg

15 .

20,

25.

4) Vacuna ginecológica

a) Asociación ribosomas-proteoglicanoa

-  ribosomas de Escherichia c o li  • . . . . . . .  2 yug
-  ribosomas de Streptococcus faeca lis D . 2 y«g
-  ribosomas de Streptococcus H» . . . . . . .  . 2 yug
-  ribosomas de Staphyloooccus epidermidis . • . 2 yug
-  ribosomas de Candida albicans . . . . . . . .  2 yug
-  Proteoglicanos de Escherichia c o l i .  . . . . .  13 yug

fe) Asociación ARN ribosomal-Proteoglioanos

-  ARN ribosomal de Escherichia c o li  . . . . . .
-  ARN ribosomal de Streptococcus faeca lis  D . .
-  ARN ribosomal de Streptooocous H . . . . . .
-  ARN ribosomal de Staphylococcus epidermidis .
-  ARN ribosomal de Candida alfeioans . ................
-  Proteoglicanos de Escherichia c o l i  ................

1»4yug 
1»4yUg 
1»4yug 
M  yug 
1»4yUg 

10,5yug



5) Vacuna intestinal» a n ti-t if ica

a) Asociación Ribosomas-Proteoglicanos

-  ribosomas de Bacterium c o l i .  2 f ig
-  ribosomas de Salmonella paratyphi A....................2 yug
-  ribosomas de Salmonella paratyphi B....................2yug
-  ribosomas de Shigella dysenteriae.......................2 yug
-  ribosomas de Enterooooous...................................... 2 ^ug
-  Proteoglicanos de Serratia marcescens. . 15 yug

b) Asociaoión ARN ribosomal -  Proteoglicanos ' ;

-  ARN ribosomal de Baoterium c o l i ...... . . .  1»4^ug
-  ARN ribosomal de Salmonella paratyphi A. . « . 1,4/ug
-  ARN ribosomal de Salmonella paratyphi B. . . . 1»4/ug
-  ARN ribosomal de Shigella dysenteriae. . . . .  '. . 1»4/Ug
-  ARN ribosomal de Esterococcus.................... ...  1,4yug
-  Proteoglicanos de Serratia marcescens. . • • .10,5^ug

EJEMPLO 1
Preparación de proteoglicanos membranarios brutos K. pneumonia

La cepa de K. pneumoniae se cu ltiva sobre un medio 

que contiene por l i t r o :  --------------------------------------------------------

Extracto de carne 5 g
Extracto de levadura 5 g
Sacarosa 2 g
Fosfato disódico 2,5 g

Las células son a continuación separadas del medio 

de cultivo por centrifugación y después son lavadas con una 

solución salina (NaCl), secadas y eventualmente conservadas
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La biomasa obtenida por fermentación es concentrada 

y lavada por centrifugación continua. EL concentrado bacteria 

no asi obtenido es dispersado en suero f is io ló g ic o  para te» 

ner una concentración final en células secas de 50 g por l i ­

tro (medida por espectrofot orne tría ) * -  - -  - -  - -  - -  - -

i

La suspensión bacteriana es sometida a up molido 

celular por paso por un homogenizador APV-Manton Oaulin equi 

pado con registros especiales de desintegración. Pi-irante esta 

operaciónf la  temperatura de la  solución es mantenida por da 

bajo de 1 0 2 C .----------------------------------------------------- --- --------------

Los proteolicanos brutos aíslan de este molido ce­
lu la r  por una serie de centrifugaciones diferenciales en las 
condiciones siguientes: - -  -------- -  -  --------------  - - - - - -

i  ,  ,

-  una centrifugación de 10 minutos a 7 ¿500 g y +

4®C permite eliminar las células no molidas y lo s  residuos ce 

lu lares. El sobrenadante es a continuación sometido a una 

centrifugación de 45 minutos a 30.000 g y + 420 para sedimen 
tár lá  fracción membranaria bruta» - - - - - - - - - - - -

-  e l residuo de 30.000 g es dispersado por medio 

de un homogenizador en un volumen de NaCl 0,15 K en fr ío  y 

después sometido «1 mismo d o lo  de centrifugaciones a 7*500 

g y 30*000 g que anteriormente» - - - - - - - - - - - - - -

-  el residuo 30.000 g es tomado de nuevo esta vez
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en un volumen de agua destilada y dispersado hasta homogenei 

dad perfecta, --------------

-  la  suspensión en agua destilada es una vez más 

sometida a un c ic lo  de centrifugaciones a 7*500 g y después 

de 30.000 g y e l residuo es tomado de nuevo, esta vez en 1/4 

del volumen in ic ia l de agua destilada. La suspensión.es cen-j> j  * » j

trifugada 10 minutos a 7500 g y e l sobrenadante que contiene 
lo s  proteogLicanos brutos es conservado. -  -------- -------------

EJEMPLO 2 J

Preparación de proteoglioanos purificados u

-  Al sobrenadante precedente obtenido en el ejem-
K

pío 1, que contiene los  proteoglioanos brutos, se adiciona 1 

mi de hidróxido de sodio (10 M) para 100 mi de sobrenadante 

a f in  de obtener una molaridad fin a l de 0,1 M en NaOH. -  -  -
w o  > '

-  Se deja incubar a 25aC durante 24 horas con una

agitación moderada a fin  de extraer por h id ró lis is  controla­

da la  fracción soluble de lo s  proteoglioanos. ---------------------

-  El hidrolizado es a continuación neutralizado por 

una solución (3 N) de ácido clorhídrico y el cloruro de sodio 

formado es eliminado por d iá lis is  contra agua destilada. -  -

-  El residuo 'insoluble es eliminado después de diá 

l i s i s  por una centrifugación de 45 minutos a 30.000 g y 4aC, 

e l sobrenadante que contiene lo s  proteoglioanos solubles es
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conservado. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

EJEMPLO 3
Preparación de proteoglioanos purificados

-  Al sobrenadante obtenido en el ejemplo. 1» que
5. oontiene lo s  proteoglioanos brutos, se adicionan 2 mi de hi

pobromito de sodio (10 mi de bromo + 60 mi de hidróiido de 

sodio concentrado) para 100 mi de sobrenadante, n ;-  -  -  -  -

-  La suspensión es mantenida durante minutos &

temperatura ambiente bajo agitación. - - - - - - , --------

10. -  El hipobromito en exceso es entonces eliminado

por una d iá lis is  de 24 horas contra agua corriente y despuás 
contra agua destilada. - - - - - - - - - - - -  -  -  -  -

-  El residuo insoluble después de d iá lis is  es e l i  
minado por centrifugación a 4fiC durante 45 minutos a 30.000

15 , g y e l sobrenadante que contiene lo s  proteoglioanos solubles

es co n se rv a d o .----------------- ---------------------------------------------------

EJEMPLO 4

Los proteoglioanos preparados en e l ejemplo 2 no 

están totalmente destoxifloados. Contienen atin pequeñas can 

20. tidades de lipopolisaoáridos que poseen un efecto hiperter-

mizante. Es por lo  que se tratan lo s  proteoglioanos del 

ejemplo 2 de la  manera siguiente* --------------------------- --- —  -
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-  a 100 mi de sobrenadante dializado, que contiene 
lo s  proteogllcanos solubles, se adiciona 1 mi de ácido gla­

c ia l , y despuás se lleva  durante 90 minutos a una temperatu­
ra de 90AC. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5. Esta h id ró lis is  separa cuantitativamente el líp id o
A del LPS y e l enfriamiento en hielo provoca su precipitación.

El precipitado de líp id o  A es eliminado por oentri 

fugación 20 minutos a 30.000 g y 0 2 C . ----------------- ' -  - --------

El sobrenadante es recogido y después dializado a
i ,  '•* ■i

10. 24 horas contra agua destilada para eliminar e l ácido acáti-
co. ------------------------------------ ------------------------- -------------------------

El dializado es esterilizado por filtra c ió n  sobre 

membranas 0 ,2 2 ^  y el filtrad o  es conservado congelado a. bien 
l io f i l iz a d o . -  ------- --------------------------------------------- ----------------

15. Su composición es la  siguiente:

Hexosas 37 +, 5 $
Proteínas 3 6 , 5 + 5  $
Lípido s 15 + 3 $
Hexosaminas 5 + 2  $

20. ARN . . cQ,5 $
ADN <§0,2 $
LPS <0,001$

EJEMPLO 5

Operando como en el ejemplo 4 a partir de lo s  pro-



teoglicanos purificados del ejemplo 3» se obtienen unos pro- 

teoglicanos de la  composición siguiente: ---------------------------

Hexosas 29 + 5 #
Proteínas 48 + 5 i
Lípidos 15 + 3 #
Hexosaminas 4 + 2 #
AEN 0,5 #
AUN 0,2 #
LPS 0,001#

Desde luego, operando de la  misma manera' a partir

de Serratia mareescene y de Eseherichia c o li  se obtienen los
, * . c  ^

proteoglicanos purificados y destoxificados que pueden ser 

utilizados en las composiciones descritas anteriormente. -  -

Las formulaciones de vacunas según la  invención pus, 
den ser acondicionadas con lo s  soportes y excipientes conoci 

dos en este campo según su modo de aplicación, las; composició 

nes que han sido dadas anteriormente son preferentemente for  

mas inyectables. -------------------------------------------------------------------

Las vacunas según la  presente invención han sido 

ensayadas para su actividad inmunógena y se ha constatado 

ama actividad sensiblemente mejor que la  de las vacunas des­

critas en la  patente 73 43957 debida al reemplazado de los  

proteoglicanos membranarios por unos proteoglicanos membra- 

narios purificados y destoxificados. Pero e l aspecto más ven 

tajoso de las vaounas según la  presente invención es su au­

sencia de efecto p i r ó g e n o .---- ---
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Un estudio de efecto pirógeno ha sido realizado de 

la  forma s ig u ie n t e : --------------------- ------------------------------------------

Se inyecta por v ía  intravenosa una dosis de vacuna 

en 1 mi de agua por conejo de 2 a 2,3 kg y se observa la  tem 

5. peratura recta l por sonda con termopar, lo s  resultados obser
vados están dados en la  tabla 1. - - - - - - - - - - - - -

Se constata que las vacunas segdn la  presante in­
vención están exentas de efecto p i r ó g e n o .----
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A los  efeotos consiguientes se declaran de novedad 

y propiedad para Eepafla, sus territorio®  y plaza» de sobera­

nía» las reivindicaciones que siguen* - - - - - - - - - - -



-  2 2  -

R E I V I N D I C A C I O N E S

1. -  Procedimiento de preparación de proteoglicanos 

membranarios bacterianos purificados, caracterizado porque 

comprende por lo  menos vina etapa de tratamiento de lo s  pro-

5. teoglicanos brutos en medio acuoso por una base o un hipo-

bromito seguida por la  eliminación del exceso de reactivo y 

del residuo insoluble, hallándose lo s  proteoglicanos p u rifi-
o

cados en solución a c u o s a , --------------------------- ---------1 -----------

2, -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac;

10, terizado porque la  base u tilizada es un hidróxido alcalino

con vina molaridad comprendida entre 0,05 y 2 M y porque la  

duración del tratamiento es de algunas horas a una temperatu 

ra próxima a la  temperatura ambiente. ----------------------------------

3, -  Procedimiento según la  reivindicación 1, caraci

15* terizado porque el hipobromito utilizado es un hipobromito

alcalino y porque la  duración del tratamiento es de algunas 

decenas de minutos a la  temperatura ambiente. ---------------------

4. -  Procedimiento según cualquiera de las reivindi_ 

caciones 1 a 3» caracterizado porque el exceso de reactivo

20. es eliminado por d iá lis is  y el residuo insoluble es eliminado

por c e n tr i fu g a c ió n .-------------- -  ----------------------- -------------------

5 -- Procedimiento según cualquiera de las reivindi 

caciones 1 a 4, caracterizado porque el procedimiento de pre
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paración comprende por lo  menos una etapa de h id ró lis is  con 

ácido acético en medio acuoso de lo s  proteoglicanos membra- 

narios a una temperatura comprendida entre 70 y 1008C y e l i  

minación de la  fracción insoluble. - - - - - ----------

5. 6 .-  Procedimiento según la  reivindicación 5» carao

terizado porque la  h id ró lis is  ácida es realizada con la  ayu­

da de ácido acético g la cia l al en volumen. -  -  -  -  -

7 . -  Procedimiento según cualquiera de las reivin­

dicaciones 1 a 6, caracterizado pbrque lo s  proteoglicanos

10. se extraen de bacterias gram n e g a t iv a s .-----------■-------------------

8. -  Procedimiento según la  reivindicación 7, carao

terizado porque las bacterias gram negativas se eligen de en 
t r e : ------------------------ ------------------------------- ---

KLebsiella pneumoniae
15. Serratia marcescens

Escherichia c o li

9— «PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE PROTEOGLICA- 
NOS MEMBRANARIOS BACTERIANOS PURIFICADOS**.. _____ ____ ______

Todo e llo  conforme se describe y reivindica en la

20. presente memoria que consta de vein titrés hojas foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras.

M¥rid \ 9 DIC. 1979

mcm.
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