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DESCRIPCION

Vacuna profildctica contra la tuberculosis.
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere al uso de un agente inmunoterdpico basado en fragmentos de pared celular de una
cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis-complex para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
profilactico de la tuberculosis.

Estado de la técnica anterior

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica ocasionada por los bacilos Mycobacterium tuberculosis-
complex (MTB-C), que incluyen actualmente a las especies M. tuberculosis, M. bovis, M. microti y M. africanum.

Segtin la Organizacién Mundial de la Salud, en el mundo se registran anualmente 8.000.000 de nuevos casos de
personas que manifiestan la enfermedad y mueren unos 3.000.000 de personas. Se considera que en el mundo existen
mas de 2.000.000.000 de personas infectadas y que cada afio se generan otros 90-100 millones de infectados nuevos.

La vacuna actual que se emplea en el tratamiento preventivo contra la tuberculosis estd basada en bacterias de la
cepa denominada BCG (Bacilo de Calmette-Guerin), una variante atenuada de M. bovis.

En el estado de la técnica se describen diversas vacunas contra la tuberculosis basadas en fragmentos de la pared
celular de cepas virulentas o avirulentas de Mycobacterium. Se describe también que el adyuvante que entra en la
composicién de la vacuna ejerce una gran influencia sobre la efectividad de la misma.

En E. Ribi et al, Nature 1963, 198, paginas 1214 a 1215 se describen los ensayos de inmunizacién efectuados
con una composicion que comprende fragmentos de pared celular de la cepa avirulenta BCG y aceite mineral. Dichos
fragmentos se obtienen por homogeneizacién de un cultivo de la mencionada cepa en aceite mineral. La composicién
resulta ser mds efectiva que la vacuna convencional (BCG). No obstante, en el mismo articulo se describe que los
fragmentos de pared celular no inducen ninguna respuesta inmunolégica cuando se obtienen por homogeneizacién en
agua y en ausencia del aceite mineral.

En D.P. Pal et al, Indian J. Med. Res. 1977, 65, paginas 340 a 345 se describe una vacuna preparada con frag-
mentos de pared celular de la cepa virulenta Hs3;Rv y aceite mineral. En este caso los fragmentos de pared celular se
obtienen mediante homogeneizacién de las células muertas en fase acuosa, y el aceite mineral se afiade posteriormente
a la composiciéon. También se describe que los fragmentos de pared celular homogeneizados en fase acuosa no son
inmunogénicos, y que es necesaria la presencia del aceite mineral para que la vacuna sea eficaz.

En G.K. Khuller et al, Folia Microbiol., 1992, 37, paginas 407 a 412, se describe la eficacia protectora de diferentes
fracciones de la pared celular de la cepa avirulenta H;,Ra de M. tuberculosis formuladas con el adyuvante incompleto
de Freund, que también incluye aceite mineral.

En E.M. Agger et al, Scand. J. Immunol., 2002, 56, paginas 443 a 447 se describen vacunas que comprenden
fragmentos de la pared celular de la cepa virulenta H3;Rv, y que son eficaces cuando incluyen el tensioactivo catiénico
bromuro de dimetildioctadecilamonio como adyuvante. Se describe también que los ensayos realizados con bacilos
de M. tuberculosis homogeneizados y que no contienen el adyuvante mencionado, no generan niveles de resistencia
frente a la tuberculosis en el modelo murino.

En LM. Orme Vaccine, 2006, 24, paginas 2 a 19, que es un articulo de revision reciente sobre nuevas vacunas
contra la tuberculosis, se describe que la vacuna convencional BCG es esencialmente ineficaz para proteger a personas
adultas frente a la tuberculosis. En el mismo articulo se indica que estdn en fase de ensayo varios candidatos de
distintos tipos de vacuna (vacunas por subunidades con proteinas, vacunas con ADN, vacunas combinadas con virus,
vacunas con cepas recombinantes), y que se estd a la espera de nuevos desarrollos.

Existe pues la necesidad de disponer de una vacuna profildctica para prevenir las infecciones causadas por M.
tuberculosis, que sea mas efectiva que la vacuna actual basada en la cepa atenuada BCG.

Objeto de la invencion

El objeto de la presente invencion es el uso de un agente inmunoterdpico que comprende fragmentos de pared
celular de una cepa virulenta de MTB-C para la preparacién de un medicamento para el tratamiento profildctico de las
infecciones causadas por M. tuberculosis.

Descripcion detallada de la invencion

En la solicitud de patente ES2231037-A1 se describe un procedimiento para la preparacién de un agente inmuno-
terdpico que comprende fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis-complex
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(MTB-C). También se describen composiciones que lo contienen, y su aplicacién terapéutica para el tratamiento com-
binado de la tuberculosis en asociacién con otros farmacos.

Los autores de la presente invencion han descubierto el uso de dicho agente inmunoterdpico para la preparacion de
un medicamento para el tratamiento profildctico de la tuberculosis.

El objeto de la presente invencién es pues el uso de un agente inmunoterapico que comprende fragmentos de pared
celular de una cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis-complex (MTB-C) para la preparacién de un medica-
mento para el tratamiento profil4ctico de la tuberculosis, en donde dicho agente es obtenible por un procedimiento que
comprende las siguientes etapas:

- cultivar la cepa virulenta MTB-C durante un periodo de tiempo igual o superior a tres semanas y, posterior-
mente,

- homogeneizar el cultivo de células en presencia de un tensioactivo no iénico.

La cepa virulenta puede ser cualquier cepa virulenta de MTB-C. Una de las cepas mas utilizadas por los inves-
tigadores en este campo es la denominada H;;Rv que, por ejemplo, puede ser libremente adquirida en la National
Collection of Type Cultures (NCTC), Londres, Gran Bretaia (nimero de depésito NO007416).

La cepa virulenta se puede cultivar por inoculacién en medios de cultivo bien conocidos por el experto en la
materia, por ejemplo el agar Middlebrook tipo 7H10 o tipo 7H11, el medio de cultivo Sauton o el medio de cultivo
Proskauer-Beck.

El cultivo de la cepa virulenta se efectiia durante un periodo de tiempo igual o superior a tres semanas, preferi-
blemente comprendido entre 3 y 4 semanas. La temperatura del cultivo se mantiene, preferiblemente, entre 34°C y
38°C.

Una vez finalizado el cultivo, se procede al aislamiento de las células empleando técnicas como las descritas, por
ejemplo, en la solicitud de patente ES2231037-A1.

La homogeneizacion de las células vivas se lleva a cabo en presencia de un tensioactivo no iénico, y preferiblemente
en un medio tamponado a un pH neutro, por ejemplo a un pH comprendido entre 6 y 8, como el proporcionado por el
tamp6n PBS (solucién salina de tamp6n fosfato).

La homogeneizacién puede llevarse a cabo mediante sonicacién por ultrasonidos, o mediante la utilizacién de
pequefias bolas de aproximadamente 1 mm de didmetro, por ejemplo, de silice o de silice-zirconio, conjuntamente
con un homogeneizador mecanico. Un homogeneizador mecénico que se puede utilizar, por ejemplo, es el modelo
Beadbeater® de la compaiifa Biospec.

Mediante este proceso de homogeneizacion se rompen las células de MTB-C y se obtienen fragmentos pequefios
de pared celular.

Preferiblemente el tipo de tensioactivo no iénico utilizado en el proceso de homogeneizacién se selecciona entre
el grupo formado por los alquilfenoles etoxilados, los ésteres de sorbitdn etoxilados, y mezclas de los mismos.

De manera més preferible el tensioactivo no inico se selecciona entre el grupo de los octilfenoles etoxilados. Mas
preferiblemente se emplean octilfenoles etoxilados con un contenido de 6xido de etileno comprendido entre 7 y 8
moles, que se pueden encontrar en el mercado bajo el nombre de Triton X-114®.

El contenido en tensioactivo no i6nico en la etapa de homogeneizacién estd comprendido preferiblemente entre el
1% y el 10% en peso con respecto del peso total del homogeneizado. Mas preferiblemente entre el 3% y el 6% en
peso.

La masa homogeneizada, que contiene los fragmentos de pared celular, se somete a un tratamiento convencional
para separar y rechazar las células no fragmentadas y los componentes solubilizados. Por ejemplo se puede emplear la
centrifugacién a diferentes velocidades y los lavados con solucién tampén como se describe en la solicitud de patente
ES2231027-A1. Después de efectuar los procedimientos de purificacién mencionados se obtiene un sedimento, que
contiene los fragmentos de pared celular. Dicho sedimento se dispersa en tampén PBS y se somete a un tratamiento
convencional para asegurar la inactivacion total de las células de MTB-C que hubieran podido permanecer viables tras
el proceso de fragmentacién y de purificacién. El mencionado tratamiento puede ser un proceso quimico, por ejemplo
mediante tratamiento con formol, o fisico, por ejemplo mediante tratamiento en autoclave o pasteurizacion.

La dispersion de fragmentos de pared celular en tamp6n PBS obtenida tras el tratamiento de inactivacién se puede
liofilizar para facilitar su conservacion. Para ello se puede distribuir la dispersion en viales y liofilizar a una temperatura
comprendida entre -15°C y -25°C y con un vacio comprendido entre 0,1 y 0,5 mbar.
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Los viales obtenidos tras el proceso de liofilizacién contienen el agente inmunoterdpico que comprende los frag-
mentos de pared celular de MTB-C, y se conservan generalmente a temperaturas muy bajas, por ejemplo a -70°C.

Como ya se ha indicado, el objeto de la invencién es el uso del agente inmunoterapico que comprende fragmen-
tos de pared celular de una cepa virulenta de MTB-C para la preparacion de un medicamento para el tratamiento
profilactico de la tuberculosis, es decir, para la preparacion de una vacuna profilactica contra la tuberculosis.

El medicamento para el tratamiento profilactico de la tuberculosis comprende el agente inmunoterapico basado en
fragmentos de pared celular y, opcionalmente, diluyentes, adyuvantes y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.
El medicamento puede estar en forma de solucion salina de tamp6n fosfato, solucién acuosa, emulsion, o en forma de
liposomas.

Preferiblemente el medicamento estd en forma de liposomas.

La formacién de liposomas puede efectuarse empleando técnicas y lipidos auxiliares convencionales, bien conoci-
das por el experto, como las descritas en la solicitud de patente ES2231037-A1.

En general, los liposomas incluyen fosfolipidos, con carga neta neutra y/o negativa, y esteroles.
Los fosfolipidos empleados pueden ser, por ejemplo: la fosfatidilcolina, la fosfatidilserina y el fosfatidilinositol.

Habitualmente, el componente mayoritario de los liposomas es la fosfatidilcolina, que puede ser sintetizada o
aislada de fuentes naturales. Un producto comercial frecuentemente usado es la lecitina de soja, que es una mezcla
compleja de fosfolipidos entre los cuales se encuentra la fosfatidilcolina.

Los esteroles que se emplean en la preparacion de liposomas pueden ser, entre otros, el colesterol y las sales
biliares.

Preferiblemente, los liposomas se forman empleando una mezcla de lecitina de soja y colato sédico.

Opcionalmente los liposomas pueden contener aditivos que mejoren su estabilidad, por ejemplo: la vitamina E,
que actia de antioxidante de los lipidos.

Los liposomas obtenidos presentan habitualmente una distribucién de tamafio en la que el 99,9% son mds pequefios
que 1 micra.

Los liposomas se pueden someter a liofilizacion para obtener de este modo el agente inmunoterdpico en forma de
liposomas liofilizados.

La administracién del medicamento puede realizarse en forma de una dosis tnica o de varias dosis, mediante la
repeticion a intervalos de tiempo determinados. Preferiblemente se administran dos dosis separadas por un periodo de
tiempo comprendido entre 2 y 5 semanas, preferiblemente entre 3 y 4 semanas.

El medicamento se puede administrar a una mucosa, por ejemplo, ocular, intranasal, oral, géstrica, intestinal,
vaginal, o el tracto urinario, o, por via parenteral, por ejemplo, subcutdnea, intradermal, intramuscular, intravenosa, o
intraperitoneal. Resulta preferida la administracién por via parenteral.

La dosis apropiada depende de varios pardmetros, entre ellos la via de administracién y el sujeto a ser tratado, pero
de forma preferible la dosis se encuentra comprendida entre 1 pg y 1000 pg, mas preferiblemente entre 25 y 700, y
atn més preferiblemente entre 50 ug y 200 ug.

El medicamento que comprende fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de MTB-C se puede administrar
en combinacién con otras vacunas profilacticas contra la tuberculosis, como las mencionadas en S.H.E. Kaufmann,
Nature Rev. Immunol. 2006, 6, 699-704, como por ejemplo la vacuna BCG, las vacunas por subunidades o las vacunas
BCG recombinantes.

La combinacién de las vacunas puede ser simultdnea o bien se puede llevar a cabo en dos inoculaciones separadas
en el tiempo. El periodo entre las inoculaciones incluso puede llegar a ser de varios afios.

En el caso de inoculaciones separadas en el tiempo, en primer lugar se administra preferiblemente una vacuna
profilactica contra la tuberculosis, y posteriormente el medicamento que comprende los fragmentos de pared celular
de una cepa virulenta de MTB-C, que actiia como agente reestimulador (boost) de la vacuna inoculada inicialmente.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la administracién del medicamento que comprende el agente inmuno-
terdpico basado en fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de MTB-C es capaz de inducir una respuesta
de tipo Thl generadora de interferén-y contra antigenos especificos de M. tuberculosis. Entre dichos antigenos se
encuentran el Ag85B y Ag85A, que forman parte del complejo Ag85, que consiste en una familia de proteinas de bajo
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peso molecular, que juegan un papel decisivo en la biosintesis de la pared celular, y que son producidas en cantidades
considerables cuando el cultivo bacteriano se encuentra en la fase logaritmica.

Se ha observado que la vacuna convencional BCG no genera respuesta inmunoprotectora frente a los antigenos del
complejo Ag85, lo que podria representar una capacidad de proteccion inferior.

También se ha comprobado que el nimero de bacilos viables presentes en los pulmones de los ratones vacunados
con dicho agente inmunoterdpico infectados posteriormente con la cepa virulenta Hs;Rv, es inferior al nimero de
bacilos viables presentes en el grupo de ratones control, y dicho nimero es comparable al de los ratones vacunados
con la vacuna convencional BCG.

Los ejemplos que siguen a continuacidén se expone a efectos de proporcionar al experto en la materia una explica-
cién detallada de realizaciones concretas dentro de la invencidn.

Ejemplo 1
Efectividad del agente inmunoterdpico como vacuna profildctica contra la infeccion por M. tuberculosis

El agente inmunoterdpico empleado en este Ejemplo fue preparado de acuerdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 2 de la solicitud de patente ES2231037-A1.

La efectividad del agente inmunoterdpico basado en fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de MTB-C
se ensayo en ratones hembra de 6 a 8§ semanas de edad del tipo C57BL/6, libres de patégenos especificos.

Los ratones se dividieron en tres grupos de 12 animales cada uno de ellos, y se sometieron al siguiente protocolo
de vacunacion:

1) Sin vacunacién (grupo Control),

2) Inoculados por via subcutdnea con dos dosis de 285 pg del agente inmunoterdpico obtenido en el Ejemplo
2 de la solicitud de patente ES2231037-A1 a las semanas 3 y 6 del experimento.

3) Inoculados por via subcutdnea con una dosis de 2 x 10° Unidades Formadoras de Colonias de la cepa BCG
Danish (Statens Serum Institute, Dinamarca) la semana 0 del experimento.

Para la infeccién se empled la cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis (H;;Rv Pasteur), que se cultivé en
medio Proskauer-Beck hasta una fase media logaritmica, y se conservé en alicuotas de 1 ml a una temperatura de
-70°C hasta su utilizacién.

Los ratones se infectaron por aerosol con dicha cepa virulenta a la novena semana del experimento mediante su
ubicacién en un aparato Middelbrook de infeccién por aerosol que proporcioné un inéculo aproximado de 10-50
bacilos viables en los pulmones de los ratones.

El ndimero de bacilos viables en los pulmones se determiné a las 3 semanas después de la infeccién por aerosol
de los animales (semana 12 del experimento) incubando diluciones seriadas de homogeneizados de pulmén en agar
Middelbrook 7H11 durante 4 semanas a 37°C. La homogeneizacién del pulmén se llevé a cabo en presencia de 1 ml
de agua bidestilada.

Los resultados de la Tabla I expresan el logaritmo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml que se
han identificado en el pulmén:

TABLA 1
Grupo de ratones |Vacuna LogioUFC/ml
1 Ninguna (Grupo Control) 6,42+0,24
2 Agente inmunoterapico liposomado 5,72+0,30
3 BCG 5,71+0,58

Las diferencias entre el resultado del grupo de ratones que no ha sido vacunado y los resultados de los grupos
vacunados son estadisticamente significativas.
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Se puede observar que en el pulmén del grupo de ratones vacunado con el agente inmunoterdpico liposomado se
detecta un menor nimero de bacilos viables que en el pulmén de los ratones no vacunados, y un nimero substancial-
mente idéntico al de los ratones vacunados con la vacuna convencional BCG.

Por tanto, la vacunacién con el agente inmunoterdpico basado en fragmentos de pared celular de una cepa virulenta
de MTB-C consigue proteger frente a las infecciones causadas por M. tuberculosis.

Ejemplo 2

Efectividad del agente inmunoterdpico como generador de una respuesta Thl especifica contra la infeccion por M.
tuberculosis

El agente inmunoterdpico empleado en este Ejemplo fue preparado de acuerdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 2 de la solicitud de patente ES2231037-A1.

La efectividad del agente inmunoterdpico basado en fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de MTB-
C se ensay6 en ratones hembra de 6 a 8 semanas de edad del tipo C57BL/6, libres de patégenos especificos, en un
experimento ex vivo.

Los ratones se dividieron en cuatro grupos de 4 animales cada uno de ellos, y se sometieron al siguiente programa
de inoculaciones:

1) Inoculados por via subcutdnea con suero fisiolégico a las semanas 3 y 6 del experimento (grupo Control),

2) Inoculados por via subcutdnea con dos dosis de 285 ug del agente inmunoterdpico obtenido en el Ejemplo
2 de la solicitud de patente ES2231037-A1 a las semanas 3 y 6 del experimento.

3) Inoculados por via subcutdnea con una dosis de 2 x 10° Unidades Formadoras de Colonias de la cepa
BCG Danish (Statens Serum Institute, Dinamarca) la semana 0 del experimento, y con suero fisioldgico las
semanas 3 y 6 del experimento.

4) Inoculados por via subcutdnea con 2 x 10° Unidades Formadoras de Colonias de la cepa virulenta de
Mycobacterium tuberculosis (H3;Rv Pasteur) la semana 3 del experimento, y con suero fisiolégico la sema-
na 6 del experimento.

Los ratones fueron sacrificados la semana 7, y se extrajeron los bazos, que se sumergieron en tubos que contenian
5 ml de L-glutamina-RPMI (Gibco). Los tubos se mantuvieron en hielo hasta el final del experimento. Los bazos
fueron disgregados mecdnicamente y la suspension se filtré a través de una malla de nylon de 70 um de didmetro. A
continuacién se centrifugd durante 10 minutos a 300 g. Los pellets fueron reconstituidos con 15 ml de una solucién
formada por Tris y cloruro aménico en agua bidestilada para proceder a la tisis de las células. Después de 8 minutos
se procedi6 al lavado con 20 ml de L-glutamina-RPMI y al centrifugado durante 10 minutos a 300 g.

Los pellets obtenidos se resuspendieron con 5 ml de L-glutamina-RPMI, y se filtré la suspensién a través de una
malla de nylon de 70 um de didmetro. Las células fueron contabilizadas con la cdmara de Newbauer.

Las células del bazo de los ratones se sembraron en placas a razén de 1 x 103 células/pocillo, y fueron cultivadas
con 200 ul del medio de cultivo completo (MCC) formado por L-glutamina-RPMI complementado con suero fetal
vacuno inactivado, penicilina, estreptomicina, piruvato sédico, y 2-mercaptoetanol, o bien con 200 ul del medio de
cultivo completo (MCC) complementado con antigenos de M. tuberculosis: 10 ug/ml del antigeno PPD (Statens Serum
Institut, Dinamarca) y 5 pug/ml de ESAT-6, Ag85A y Ag85B (Lionex Diagnostics and Therapeutics GmbH, Reptblica
Federal de Alemania).

Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera con un 5% de CO,. Después de 96 horas, las placas se centrifu-
garon durante 10 minutos a 300 g, y se recogi6 el sobrenadante de cada una de ellas.

Los sobrenadantes se congelaron y después de permanecer en dicho estado un minimo de 24 horas se analiz
el contenido en interferén-y aplicando la técnica ELISA de doble sandwich y empleando un anticuerpo monoclonal
especifico para interferén-y murino (Diaclone).
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En la Tabla II se presenta el promedio de la concentracién de interferén-y expresada como log;, pg/ml que se
indujo en cada uno de los grupos de ratones frente a los antigenos de M. tuberculosis:

TABLAII

Grupo | Inéculo Antigenos

Control PPD ESAT-6 | Ag85B | Ag85A

1 Control 0 0 0 0 0
2 |Agente 0 2,57 0 2,69 | 253"
inmunoterapico
liposomado
"3 |BCG 0 2,01® 0 0 0
4 |HaxRv 0 3,069 | 2,86@3 | 2763 | 250@

(1) Diferencias entre el Grupo 2 y el Grupo 3 estadisticamente significativas
(2) Diferencias entre el Grupo 2 y el Grupo 4 estadisticamente significativas
(3) Diferencias entre el Grupo 3 y el Grupo 4 estadisticamente significativas

Los resultados de la Tabla II muestran que las dos inoculaciones efectuadas con el agente inmunoterdpico lipo-
somado basado en fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de M. tuberculosis son capaces de inducir la
produccion de interferon-y contra antigenos especificos de M. tuberculosis. Esto significa que inducen una respuesta
protectora del tipo Th1.

En particular, la respuesta inducida por el grupo de ratones inoculado con el agente inmunoterapico liposomado
frente a los antigenos PPD, Ag85B y Ag85A no presenta diferencias significativas con la respuesta del grupo de
ratones inoculado con la cepa virulenta Hy;Rv de M. tuberculosis. Dicha respuesta es mejor que la respuesta del grupo
de ratones inoculado con la cepa BCG, que constituye la vacuna convencional, ya que la misma solamente induce una
respuesta frente a PPD, y no frente a Ag85B y Ag85A.

Solamente el grupo de ratones inoculado con la cepa virulenta fue capaz de inducir una respuesta frente al antigeno
ESAT-6.

Por tanto, el agente inmunoterdpico basado en fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de M. tuberculosis
es capaz de inducir una respuesta protectora del tipo Th1 contra antigenos especificos de M. tuberculosis, lo que es un
indicador de que se puede emplear eficazmente para prevenir las infecciones causadas por M. tuberculosis.
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REIVINDICACIONES
1. El uso de un agente inmunoterdpico que comprende fragmentos de pared celular de una cepa virulenta de
Mycobacterium tuberculosis-complex (MTB-C) para la preparacién de un medicamento para el tratamiento profilac-
tico de la tuberculosis, en donde dicho agente es obtenible por un procedimiento que comprende las siguientes etapas:

- cultivar la cepa virulenta MTB-C durante un periodo de tiempo igual o superior a tres semanas y, posterior-
mente,

- homogeneizar el cultivo de células en presencia de un tensioactivo no iénico.

2. El uso segun la reivindicacion 1 caracterizado porque el periodo de tiempo de cultivo estd comprendido entre
3y 4 semanas.

3. El uso segun las reivindicaciones 1 6 2 caracterizado porque el tensioactivo no iénico se selecciona entre el
grupo formado por los alquilfenoles etoxilados, los ésteres de sorbitdn etoxilados, y mezclas de los mismos.

4. El uso segtn la reivindicacién 3 caracterizado porque el tensioactivo no iénico se selecciona entre el grupo de
los octilfenoles etoxilados.

5. El uso segtn la reivindicacion 4 caracterizado porque el tensioactivo no iénico se selecciona entre los octilfe-
noles etoxilados con un contenido de 6xido de etileno comprendido entre 7 y 8 moles.

6. El uso segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado porque la homogeneizacion se efectia en
un medio tamponado a pH neutro.

7. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado porque el procedimiento comprende ademas
las siguientes etapas:

- separar mediante centrifugacion las células no fragmentadas y los componentes solubilizados,

- someter a tratamiento quimico o fisico la fraccién de fragmentos de pared celular para inactivar las even-
tuales células de cepa virulenta que eventualmente contenga, y

- desecar el agente inmunoterdpico obtenido mediante liofilizacion.

8. El uso segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado porque el medicamento estd en forma de
liposomas.

9. El uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 caracterizado porque el medicamento se administra en
forma de dosis unica o de varias dosis.

10. El uso segtn la reivindicacién 9 caracterizado porque el medicamento se administra en dos dosis.

11. El uso segun la reivindicacién 10 caracterizado porque las dosis se administran separadas por un periodo de
tiempo comprendido entre 2 y 5 semanas.

12. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 caracterizado porque el medicamento se administra en
combinacién con otras vacunas profildcticas contra la tuberculosis.

13. El uso segtn la reivindicacién 12 caracterizado porque la combinacién de las vacunas se lleva a cabo en dos
inoculaciones separadas en el tiempo.

14. El uso segn la reivindicacién 13 caracterizado porque en primer lugar se administra una vacuna profilactica
contra la tuberculosis, y posteriormente el medicamento que comprende los fragmentos de pared celular de una cepa
virulenta de MTB-C.
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