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DESCRIPCION

Procedimiento para la extraccion y el aislamiento de polisacaridos capsulares bacterianos para su uso como vacunas
o ligandos a proteinas como vacunas de conjugados.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para extraer y aislar polisacaridos capsulares (PC) de bacterias
tanto Gram negativas y Gram positivas. Los polisacdridos extraidos son ttiles para producir vacunas que comprenden
los polisacéridos solos o conjugados con proteinas.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones bacterianas provocadas por bacterias Gran positivas, tales como Streptococcus, Staphylococcus,
Enterococcus, Bacillus, Corynebacterium, Listeria, Erysipelothrix y Clostridium, y por bacterias Gram negativas,
tales como Haemophilus, Shigella, Vibrio cholerae, Neisseria, y ciertos tipos de Escherichia coli, causan una alta
morbilidad en todo el mundo. Esto, asociado con la resistencia emergente mostrada por las bacterias a los antibidticos,
indica la necesidad de desarrollar vacunas bacterianas. Streptococcus, por ejemplo, es un género amplio y variado
de bacterias Gram positivas que han sido ordenadas en varios grupos en base a la antigenicidad y la estructura del
polisacdrido de su pared cellar (26, 27). Dos de estos grupos han sido asociados a graves infecciones humanas. Los
estreptococos del grupo A provocan una variedad de trastornos infecciosos que incluyen “inflamacién de garganta”,
fiebre reumadtica, impétigo causado por estreptococos y sepsis.

Los estreptococos del grupo B no fueron conocidos como patégenos humanos en los libros de texto de Medicina
estandar hasta principios de 1970. Desde entonces, los estudios han demostrado que los estreptococos del grupo B son
importantes patdgenos perinatales en Estados Unidos, asi como en paises en vias de desarrollo (37). Las infecciones
sistémicas por estreptococos del grupo B durante los dos primeros meses de vida afectan a aproximadamente tres
de cada 1.000 nacimientos (12), dando como resultado 11.000 casos al afio en Estados Unidos. Estas infecciones
provocan sintomas de neumonia congénita, sepsis y meningitis. Un niimero considerable de estos bebés muere o tiene
secuelas neuroldgicas permanentes. Ademads, las infecciones por estreptococos del grupo B pueden estar implicadas
en la elevada morbilidad relacionada con la gestacién que se produce en casi 50.000 mujeres cada afio. Otras personas
susceptibles a las infecciones por estreptococos del grupo B son aquéllas que tienen una respuesta inmune alterada,
bien congénitamente, quimioterapéuticamente o por otras razones.

Los estreptococos del grupo B se pueden clasificar ademads en varios tipos diferentes en base al polisacdrido cap-
sular bacteriano. Los tipos Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII y VIII son responsables de la mayoria de la patogenicidad
debida a la infeccién por el grupo B, siendo los estreptococos del grupo B de tipo Ia, Ib, II, Il y V representantes
de més del 90% de todos los casos publicados. Se ha caracterizado la estructura de cada uno de estos diversos tipos
de polisacaridos (19-22, 44). De manera similar a los descubrimientos encontrados con otros muchos patégenos bac-
terianos humanos, los polisacaridos capsulares de los estreptococos del grupo B, cuando se usan en vacunas, pueden
proporcionar una proteccion eficaz frente a infecciones con estas bacterias. Véase 4, 6, 24, 29, 30, 42, 43, 45.

Las bacterias Gram negativas también son una causa relevante de enfermedad. Hasta el desarrollo y el uso recientes
de vacunas de polisacdrido-proteina dirigidas contra las bacterias Haemophilus influenzae de tipo b (Hib), las infec-
ciones por bacterias Hib eran responsables de muchos casos de retraso mental en bebés. Las infecciones por N. me-
ningitidis y E. coli KI son responsables de la meningitis neonatal. Se han asociado cepas de bacterias Gram negativas,
de E. coli, con enfermedades graves, incluyendo la muerte por ingestién de carne contaminada con cepas de E. coli.

La produccién a gran escala de vacunas de polisacaridos capsulares y vacunas de conjugados de polisacéridos
capsulares requiere suministros adecuados de polisacaridos capsulares purificados. Los procedimientos de la técnica
anterior (40, 42) para aislar polisacdridos capsulares de células bacterianas se basan en el tratamiento de las células con
la enzima mutanolisina. La mutanolisina escinde la pared celular bacteriana, lo que libera los componentes celulares.
Este procedimiento implica tratar los lisados celulares con otras enzimas para eliminar las proteinas y los 4cidos nu-
cleicos, y purificar mediante precipitacion diferencial y cromatografia. Tras la cromatografia, se somete la preparacién
a una hidrdlisis alcalina antes del andlisis de los azicares. Son deseables procedimientos mas eficientes, de un mayor
rendimiento y mds sencillos para obtener polisacdridos capsulares purificados.

El documento EP 0 238 739 Al revela la purificacion de polisacaridos capsulares de Klebsiella mediante la co-
precipitacién desde un sobrenadante de cultivo libre de células con un detergente, la precipitacién en etanol, la extrac-
cién con disolventes orgdnicos y la ultracentrifugacién. Entonces se tratan los polisacdridos capsulares purificados en
hidréxido de sodio diluido para eliminar la toxicidad de los lipopolisacaridos téxicos co-purificados.

El documento US 4.413.057 describe la preparacién de polisacdridos especificos de un tipo antigénico de estrep-
tococo del grupo B mediante un procedimiento que comprende la precipitacién y luego la cromatografia sobre gel.
El eluido del mismo se trata con cloruro de calcio para precipitar el polisacirido que, a su vez, es disuelto en una
cantidad minima de solucién tamponadora basica a un pH de aproximadamente 8 a 9. La solucién resultante se eluye
a través de una columna empaquetada de celulosa, y se mezclan y concentran las fracciones activas para someterlas a
una didlisis.
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El documento GB 1 107 693 A revela un procedimiento para preparar un secado a partir de cuerpos microbianos o
licores de fermentacién que comprende las etapas de descomponer las paredes celulares de al menos una parte de los
microorganismos cultivados en un medio débilmente alcalino, hidrolizar la proteina microbiana a un pH aproximada-
mente neutro por medio de una enzima proteasa y aislar la fraccién descompuesta que tenga propiedades de secado o
de aromatizacion.

En el documento US 4.644.059, el polisacarido capsular purificado se somete a una activacién mediante bromuro
de ciandgeno en condiciones alcalinas.

El documento WO 94/06467 se refiere a vacunas de conjugados de polisacdridos de tipo II y tipo V de estrepto-
cocos del grupo B y proteinas. La realizacion de la purificacion del polisacarido se describe usando el procedimiento
descrito en Wessels et al., “Immunogenicity in Animals of a Polysaccharide-Protein Conjugate Vaccine Against Type
IIT Group B Streptococcus”, J. Clin. Invest., 86: 1428-1433 (1990), que implica la precipitaciéon usando etanol y un
tratamiento enzimadtico con RNasa, DNasa y Pronasa. El polisacérido del grupo B contaminante fue despolimerizado
en ese procedimiento mediante el tratamiento de la solucién con NaOH IN. Posteriormente, se volvié a N-acetilar el
material mediante el tratamiento con anhidrido acético.

Resumen de la invencion

Esta invencién proporciona un procedimiento para purificar polisacaridos capsulares (PC) de los componentes
celulares de bacterias tanto, Gram negativas como Gram positivas, segtn la reivindicacion 1. Segiin esta invencion, los
PC se pueden extraer bien de sobrenadantes bacterianos o de células bacterianas mediante 1a hidrdlisis del enlace 14bil a
bases que conecta los PC con otros componentes celulares. Una ventaja del procedimiento de extraccién proporcionado
por esta invencion es que los PC extraidos permanecen intactos en buena parte.

Una realizacion de esta invencidn proporciona un procedimiento para obtener polisacaridos capsulares purificados
mediante la desacetilacién de un porcentaje de los grupos N-acetilo de los PC durante la extraccién bésica para facilitar
la separacion de los PC de otros componentes celulares. Se puede volver a introducir un porcentaje de los grupos
acetilo para proporcionar PC purificados que tengan la misma estructura de las unidades de repeticién con respecto
a los grupos N-acetilo que un polisacdrido nativo o, alternativamente, se puede usar la acilacién con grupos alquilo
modificados para obtener PC modificados.

En una realizacién preferida, los PC se extraen de estreptococos del grupo B (EGB). En una realizacién mas
preferida, los PC se extraen de EGB de los tipos Ia, Ib, I, III, V y VIIIL.

Los PC se pueden extraer de S. pneumoniae. Los PC se pueden extraer de S. pneumoniae de los tipos IIL, IV y XIV.

Los PC se pueden extraer de bacterias Neisseria o Escherichia. Los PC se pueden extraer de Neisseria meningitidis
de tipos B, C, Y 0 W135, o de Escherichia coli K1.

La purificacién de polisacdridos capsulares bien de sobrenadantes bacterianos o de células bacterianas segtin esta
invencidn tiene las siguientes ventajas frente a otros procedimientos: (a) simplicidad (un nimero minimo de etapas);
(b) eficiencia (rendimiento y pureza elevados); (c) seguridad (p. €j., reduccién o eliminacién del uso de disolventes
organicos inflamables) y (d) aplicabilidad general para todas las bacterias Gram negativas y Gram positivas.

El procedimiento segun la invencién comprende el tratamiento de un extracto concentrado y/o células bacterianas
aisladas con una solucién bdsica. Ademds de extraer los PC, la extraccion bésica también provoca la desacetilacion
de los grupos N-acetilo. Se puede variar el grado de la desacetilacion ajustando las condiciones de reaccién. Entonces
se separan los PC extraidos de los componentes celulares para obtener los PC preferiblemente mediante separacion
cromatografica. Se puede volver a introducir algiin o la mayoria de los grupos acetilo para obtener los PC o los
PC modificados. La purificacién final de los PC se puede conseguir mediante una cromatografia de permeacién en
gel. En otra realizacién mds, la invencién proporciona nuevos PC opcionalmente modificados como resultado de las
condiciones de extraccién basica que son adecuados para su uso como vacunas o vacunas de conjugados.

Un objetivo de esta invencion consiste en proporcionar un procedimiento para producir PC sustancialmente puros
que sean capaces de generar la produccidn de anticuerpos que sean bactericidas en mamiferos y proteger a los animales
frente a la infeccién.

Un objetivo de esta invencion consiste en usar estos PC en vacunas, bien solos o conjugados con un polipéptido,
para proteger a seres humanos o a animales frente a la infeccién, cominmente, por esa cepa de bacterias de las que
los PC fueron aislados. En ciertos casos, el polisacarido usado con esta invencién puede provocar la produccion de
anticuerpos que reaccionen de forma cruzada con otras bacterias patogénicas produciendo asi la proteccion frente a
la infeccién por estas otras bacterias. Un objetivo de esta invencién consiste en proporcionar un procedimiento para
aislar polisacaridos capsulares de componentes celulares tanto Gram negativos como Gram positivos contenidos bien
en sobrenadantes de bacterias Gram negativas o Gram positivas, o en células bacterianas Gram negativas o Gram
positivas. Estos polisacdridos capsulares se pueden usar entonces como vacunas o unidos a polipéptidos para formar
moléculas conjugadas que sean ttiles como vacunas.
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Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: Espectro de RMN (500 MHz) del polisacarido capsular obtenido de estreptococos del grupo B de tipo Ia
registrados en D,0 a 50°C.

Fig. 2: Espectro de RMN (500 MHz) del polisacarido capsular obtenido de estreptococos del grupo B de tipo Ib
registrados en D,0 a 50°C.

Fig. 3: Espectro de RMN (500 MHz) del polisacéarido capsular obtenido de estreptococos del grupo B de tipo II
registrados en D,0 a 50°C.

Fig. 4: Espectro de RMN (500 MHz) del polisacarido capsular obtenido de estreptococos del grupo B de tipo III
registrados en D,O a 50°C.

Fig. 5: Espectro de RMN (500 MHz) del polisacédrido capsular obtenido de estreptococos del grupo B de tipo V
registrados en D,0 a 50°C.

Fig. 6: Inhibicién de antisuero de conejo contra PEGBIa sobre placas revestidas con PEGBIa-ASH.

Fig. 7: Inhibicién de antisuero de conejo contra PEGBIb sobre placas revestidas con PEGBIb-ASH.

Fig. 8: Inhibicién de antisuero de conejo contra PEGBII sobre placas revestidas con PEGBII-ASH.

Fig. 9: Inhibicién de antisuero de conejo contra PEGBIII sobre placas revestidas con PEGBIII-ASH.
Fig. 10: Inhibicién de antisuero de conejo contra PEGBV-TT sobre placas revestidas con PEGBV-ASH.

Fig. 11: Ensamblaje estructural de EGB que representa un peptidoglucano junto con un antigeno subcapsular del
grupo (poliramnosa) y un polisacdrido capsular (Michon et al., Biochemistry 1988,27: 5341-5351). X e Y representan
residuos de N-acetilglucosamina y 4cido N-acetilmurdmico, respectivamente. Las flechas abiertas indican los sitios
de escision predichos mediante: lisozima (A), mutanolisina (B), lisostafina (C) o base mediante la hidrdlisis de los
enlaces de tipo fosfodiéster que unen el polisacdrido capsular y la poliramnosa con el peptidoglucano.

Fig. 12: Ensamblaje estructural de EGB que representa un peptidoglucano junto con un antigeno subcapsular del
grupo (poliramnosa) y un polisacarido capsular (Michon et al., Biochemistry 1988, 27: 5341-5351). X e Y representan
residuos de N-acetilglucosamina y 4cido N-acetilmurdmico, respectivamente. Las flechas abiertas indican los sitios de
escision predichos mediante: lisozima (A), mutanolisina (B), lisostafina (C) o una base mediante la hidrdlisis de los
enlaces de tipo fosfodiéster que unen el polisacarido capsular con el peptidoglucano o mediante la hidrélisis de los
enlaces de tipo fosfodiéster que unen la poliramnosa con el peptidoglucano.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencion proporciona un procedimiento para obtener polisacdridos capsulares de bacterias Gram negativas y
Gram positivas usando una hidrélisis basica del enlace 14bil a bases que une el PC con los componentes celulares. El
procedimiento de la invencién comprende extraer PC de bacterias tanto Gram positivas y Gram negativas poniendo en
contacto las bacterias o una solucién que contenga fragmentos bacterianos con una base. Entonces se pueden recuperar
los PC de la base mediante una variedad de procedimientos. Los ejemplos no restrictivos de bacterias Gram positivas
para su uso segun esta invencidn son Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus, Corynebacterium, Liste-
ria, Erysipelothrix y Clostridium. Especificamente, es mas preferible usar estreptococos, siendo lo més preferible usar
estreptococos del grupo B de los tipos Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII y VIII. Los ejemplos no restrictivos de bacterias Gram
negativas para su uso con esta invencién incluyen Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis y Escherichia coli.
Especificamente, es mas preferible usar H. influenzae de tipo b, N. meningitidis de tipos B, C, Y y W135,y E. coli K1.

Se puede usar una amplia variedad de condiciones para hidrolizar el enlace 1dbil a bases bien en un disolvente
acuoso u organico segln la invencién. Mediante las condiciones de reaccién se puede controlar el grado hasta el
que también se hidrolizan los enlaces N-acetilo de los hidratos de carbono. La hidrdlisis de los grupos N-acetilo es
ventajosa para separar los PC del resto de componentes celulares, porque cuanto mayor sea el grado hasta el que
se escinden los enlaces N-acetilo, mds hidréfilo se vuelve el PC en comparacién con el resto de los componentes
celulares. Esta diferencia de polaridad se puede aprovechar para efectuar una separaciéon cromatografica eficiente. La
separacion de dos o mas componentes de una mezcla en base a las diferencias de polaridad es ampliamente conocida
por los expertos en la técnica.

Por ejemplo, mediante el uso de una cromatografia de interaccién hidréfoba, los compuestos de hidrofobicidad
relativamente superior en comparacion con aquellos compuestos que son mas hidréfilos se mantienen mas tiempo en
la columna. Por el contrario, mediante el uso de una cromatografia de interaccion hidréfila, se mantienen mas tiempo
en la columna los compuestos hidréfilos en comparacién con esos compuestos que son mdas hidréfobos. El uso de
ambos procedimientos consecutivamente permite la eliminacion de impurezas que son tanto menos polares como mas
polares en comparacién con el compuesto de interés.
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Alternativamente, se pueden aprovechar los grupos amino o de dcido carboxilico libres presentes en los PC para
facilitar una separacién cromatografica eficiente. La separacion de dos 0 mas componentes de una mezcla en base a las
diferencias de carga es ampliamente conocida por los expertos en la técnica. Mediante el uso de una cromatografia de
intercambio catidnico, los compuestos que contienen grupos cargados positivamente, tales como aminas protonadas,
permanecen mds tiempo sobre la columna que esos compuestos que tienen poca o ninguna carga positiva, que pasan a
través de la columna de manera relativamente rapida. Por el contrario, mediante el uso de cromatografia de intercambio
anidénico, los compuestos cargados negativamente, tales como los 4cidos carboxilicos, permanecen sobre la columna,
mientras que esos compuestos que tienen poca o ninguna carga negativa pasan a través de la columna de manera
relativamente rapida.

Tras separar los PC desacetilados del resto de los componentes celulares, se pueden volver a acetilar los grupos
amino libres. La variacion del reactivo de acetilacion y de las condiciones de reaccion permite al profesional controlar
el grado hasta el que se vuelven a acetilar los grupos amino. Las impurezas introducidas en la etapa de acilacién son
de un tamafio pequefio en comparacién con los PC que se han vuelto a acilar, y por tanto, se pueden separar de los PC
mediante cromatografia de permeacion en gel.

La cromatografia de permeacion en gel permite, por ejemplo, una separacion eficiente de los PC relativamente
grandes. Alternativamente, se puede aprovechar la diferencia de polaridad o de carga para purificar los PC de las
impurezas restantes.

A. Preparacion de polisacdridos capsulares

El aislamiento y la purificacién de polisacaridos bacterianos de componentes celulares se puede realizar, segtn la
invencion, en cuatro etapas: extraccion basica, separacion cromatografica, N-acilacion y purificacién cromatogréfica.

1. Materiales iniciales

Los materiales para extraer los PC se pueden obtener de sobrenadantes bacterianos concentrados de células bac-
terianas homogenizadas o de medio acondicionado. Las células se pueden separar mediante centrifugacién o micro-
filtracién, y el sobrenadante se puede concentrar, cominmente, de 10-15 veces. Preferiblemente, los sobrenadantes
bacterianos y el medio acondicionado se concentran de modo que los PC estén presentes a una concentracién de
aproximadamente 5-20 mg/ml. Ademds, las células sedimentadas se pueden extraer directamente.

2. Extraccion bdsica

Para extraer los PC, se pueden poner en contacto el sobrenadante bacteriano concentrado o el medio acondicionado
con una variedad de bases. Alternativamente, para extraer los PC, las células bacterianas aisladas también se pueden
poner en contacto con una variedad de bases. Los ejemplos no restrictivos de bases que se pueden usar segin esta
invencién son NaOH, KOH, LiOH, NaHCOs;, Na,CO;, K,CO;, KCN, Et;N, NH;, H,N,H,, NaH, NaOMe, NaOEt o
KO#Bu. Las bases tales como NaOH, KOH, LiOH, NaH, NaOMe o KO7Bu se usan mas eficazmente en un intervalo de
0,5 N-5,0 N. Las bases tales como NaHCO;, Na,CO;, K,CO; y KCN se pueden usar a concentraciones tan elevadas
como sus solubilidades lo permitan. Las bases organicas, tales como Et;N, se pueden usar a concentraciones medias a
elevadas (50-100%), siempre y cuando haya un agente, tal como el agua o el alcohol, para efectuar la hidrdlisis. Las
bases tales como NH; o H,N,H, se pueden usar casi a cualquier concentracién incluyendo la del 100%. Se pueden
usar disolventes tales como agua, alcoholes (preferiblemente, C,-C,), dimetilsulféxido, dimetilformamida o mezclas
de éstos y otros disolventes orgdnicos. Las mds preferidas son las soluciones de extraccion bdsica que comprenden
agua.

El intervalo de pH mds eficaz para extraer los PC de los componentes celulares es de aproximadamente 9 a 14,
siendo el pH éptimo de alrededor de 12. Aunque la extraccion se puede realizar a temperaturas de aproximadamente
4°C, se espera que el aumento de la temperatura hasta preferiblemente entre aproximadamente 40 y 100°C y/o la agi-
tacion de la mezcla de reaccién den como resultado mayores rendimientos. Es preferible usar aproximadamente 1-20
g de pasta celular para aproximadamente 1 litro de reactivo bésico. Alternativamente, los sobrenadantes concentrados
se diluyen con NaOH 10N hasta una concentracién final de NaOH 2N en la mezcla de reaccion.

3. Separacion cromatogrdfica

Los PC extraidos presentes en el reactivo de extraccion bdsica se pueden separar de las impurezas resultantes de
los componentes celulares mediante cromatografia. Los ejemplos no restrictivos de los procedimientos de separacién
cromatografica son la cromatografia de intercambio i6nico (catiénico o aniénico), de interaccion hidréfila, de inte-
raccién hidréfoba o de permeacién en gel. El procedimiento preferido es la cromatografia de interaccién hidr6foba
(CIH). Més preferida es la cromatografia de interaccién hidréfoba sobre fenil-sefarosa, que eliminaréd la mayoria de
los contaminantes de alto peso molecular y activos bajo radiacién UV del extracto basico. El polisacarido capsular se
eluird al inicio de la elucién de pH alto (pH 10 a pH 8) y de salinidad elevada (2N a 1N), mientras que la proteina
y los 4cidos nucleicos mas hidr6fobos se mantendran. Los ejemplos no restrictivos del procedimiento cromatografi-
co de interaccién hidréfoba son las resinas de alquil-agarosa o sefarosa, siendo una resina preferida la fenil sefarosa
HP (Pharmacia Biothech; Piscataway, NJ). Se puede pre-equilibrar la columna con NaHCO; 0,5-5,0N vy eluirla con
un volumen de columna a un caudal de 0,5-50 ml/min. Tras eluir con aproximadamente un volumen de columna de
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NaHCO:;, se pueden usar aproximadamente uno a diez volimenes de columna de agua para eluir la columna. Entonces
se puede analizar el polisacdrido de las fracciones mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.
Un procedimiento preferido para la deteccién de polisacarido que contiene dcido sidlico es un andlisis del orcinol a
microescala descrito en los ejemplos.

4. N-acetilacion

La separacion del polisacarido capsular extraido en condiciones bdsicas se ayuda de la eliminacién durante la
extraccion de los grupos N-acetilo del dcido sidlico y los residuos de amino-azucar de los polisacdridos capsulares
estables por el contrario en condiciones basicas.

Opcionalmente, las fracciones mezcladas de la CIH que contienen los polisacaridos capsulares se pueden volver
a acetilar hasta el grado deseado usando una variedad de agentes de acetilacién. Los ejemplos no restrictivos de los
agentes de acetilacidn son anhidrido acético, cloruro de acetilo, acetato de pentafluorofenilo, acetato de 4-nitrofenilo.
Véase: Theodora W. Greene y Peter G. M. Wuts, “Protective Groups in Organic Syntheses”, Il Ed. (1991). El procedi-
miento preferido consiste en mezclar con anhidrido acético a concentraciones de aproximadamente 0,5M a aproxima-
damente 2M, siendo las concentraciones preferidas de aproximadamente 0,7M a aproximadamente 1M, para volver
a acetilar los grupos amino libres del polisacarido capsular, regenerando asf la estructura del polisacarido nativo.

5. Purificacion cromatogrdfica

Entonces se puede realizar la purificacién de los PC re-acetilados para producir PC para su uso en la preparacion
de reactivos inmunoldgicos tales como antigenos y vacunas. Hay diversos ejemplos de purificaciéon cromatografica
adecuados para su uso con esta invencion. Para efectuar la separacion de los PC re-acetilados de los componentes de
la reaccidn, se puede usar, por ejemplo, la cromatografia de intercambio iénico (catiénico o aniénico), de interaccién
hidr6foba, de interaccion hidréfila o de permeacion en gel. El procedimiento preferido es el uso de la cromatografia
de permeacién en gel sobre Superdex® (agarosa y dextrano entrecruzados) que eliminard los contaminantes residuales
y proporcionard PC purificados. Se prefiere particularmente el Superdex 200 PG, que tiene un intervalo de fracciona-
miento (PM) para los dextranos de 1.000-100.000. Los caudales son preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 10
ml/min usando PBS como eluyente.

Los polisacéridos capsulares producidos mediante los procedimientos de extraccidn bésica de esta invencidn son
nuevos (véanse las Fig. 11 y 12) y mantienen epitopos en sus estructuras nativas (Fig. 5-10). Por consiguiente, los
PC preparados segtin la invencion producen anticuerpos que reaccionan de manera cruzada con los PC nativos y las
bacterias que los expresan. La obtencion de PC mediante los procedimientos segin esta invencién es superior a los
procedimientos de la técnica anterior, debido a (a) la facilidad relativa con la que se llevan a cabo los procedimientos de
esta invencion; (b) los mayores rendimientos de aislamiento y (c) los mayores rendimientos de conjugacion. Ademas,
el ADN y el ARN bacteriano se degradan en la etapa de extraccion bdsica y, por tanto, no estin presentes en cantidades
apreciables en el producto final generado segiin esta invencion.

B. Estructura de los PC extraidos

Los polisacdridos capsulares extraidos mediante el procedimiento de esta invencidn tienen una estructura tinica
en comparacién con los PC extraidos mediante procedimientos anteriores. Los PC se obtienen mediante la hidrdlisis
catalizada por una base de los enlaces de tipo fosfodiéster que unen los polisacdridos capsulares con la poliramnosa
y mediante la hidrdlisis catalizada por una base de los enlaces de tipo fosfodiéster que unen la poliramnosa con el
peptidoglucano (véase la Figura 11). Segtin un modelo alternativo para la estructura de la pared celular bacteriana,
los mismos PC estructuralmente tnicos se obtienen mediante la hidrdlisis catalizada por una base de los enlaces de
tipo fosfodiéster que unen los polisacaridos capsulares con el peptidoglucano y mediante la hidrélisis catalizada por
una base de los enlaces de tipo fosfodiéster que unen la poliramnosa con el peptidoglucano (véase la Figura 12). Los
procedimientos de la técnica anterior usan enzimas para escindir diferentes enlaces. Por ejemplo, se ha usado lisozima
para hidrolizar el polimero de N-acetilglucosamina/dcido N-acetilmurdmico. Se ha usado mutanolisina para hidrolizar
el enlace entre el polimero de N-acetilglucosamina/dcido N-acetilmurdmico y la parte peptidica, y la lisostafina se ha
usado para hidrolizar la parte peptidica de la pared celular bacteriana.

Las distribuciones de las masas molares absolutas de los polisacdridos capsulares de esta invencion son limitadas
segun lo indicado por los bajos valores de polidispersidad (Mw/My) (véase la tabla 2). Esta uniformidad es valiosa
para generar productos vacunales consistentes y eficaces.

C. Vacunas

Esta invencion también se dirige a la preparacién de vacunas. Segiin esta invencion, se pueden usar los PC aislados
que se describen anteriormente como un antigeno para generar anticuerpos que sean reactivos frente a los PC y de ahi
que sean reactivos frente al organismo del que se aislaron los PC.

Las vacunas pueden proporcionar una inmunidad activa o pasiva. Las vacunas para proporcionar una inmunidad
activa comprenden un PC purificado de esta invencién. Preferiblemente, esta vacuna comprende PC conjugados con
al menos un péptido antigénico.
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1. Anticuerpos

Las técnicas para la extraccién y el aislamiento de PC descritas anteriormente generan la produccién de abundantes
cantidades de PC de esta invencién. Esto facilita la generacién de anticuerpos reactivos frente a los PC.

Los anticuerpos dirigidos contra los PC se pueden generar mediante cualquiera de las técnicas que son conocidas
en la materia. Segtin un enfoque, los anticuerpos se pueden generar mediante la administracién de una preparacién
de PC aislados, o derivados o fragmentos de los mismos, a un animal huésped. El animal huésped puede ser, sin
limitarse a, rata, ratén, conejo, primate no humano o un ser humano. Preferiblemente, el huésped es un ser humano.
Las respuestas inmunolégicas se pueden aumentar mediante el uso de adyuvantes que son conocidos en la técnica.

También se pueden preparar anticuerpos monoclonales dirigidos contra los PC mediante cualquiera de las técnicas
que son conocidas en la materia. Segiin un procedimiento, se usan cultivos de lineas celulares de hibridoma (Kohler y
Milstein (1975) Nature 256: 495-497). Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra los PC pueden ser anticuerpos
monoclonales humanos, anticuerpos monoclonales quiméricos o anticuerpos monoclonales humanizados creados me-
diante cualquiera de las técnicas que son conocidas en la materia. Segin un enfoque, se pueden generar anticuerpos
monoclonales quiméricos que tengan un dominio de unién antigénica no humano (p. €j., de ratén) combinado con
una regioén constante humana (Takeda et al. (1985) Nature 314:452). Los anticuerpos humanizados se pueden generar
segun los procedimientos de Queen et al., patente estadounidense n.*: 5.585.089.

Los anticuerpos dirigidos contra los PC se pueden purificar mediante cualquiera de las técnicas que son conoci-
das en la materia, incluyendo, pero no limitdndose a, cromatografia de inmunoabsorcién o inmunoafinidad, u otros
procedimientos cromatograficos (p. ej., CLAR). También se pueden purificar anticuerpos como fracciones de inmu-
noglobulina de suero, plasma o medio de cultivo celular.

Las moléculas de anticuerpo pueden ser moléculas de inmunoglobulina intactas, moléculas de inmunoglobulina
sustancialmente intactas o esas partes de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, fragmentos Fab, que contie-
nen el sitio de unién antigénica.

Los fragmentos de anticuerpos dirigidos contra los PC se pueden generar mediante cualquiera de las técnicas que
son ampliamente conocidas en la materia. (Campbell (1985) “Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology”, Vol. 13, Burdon, et al. (eds.), Elsevier Science Publishers, Amsterdam).

2. Moléculas conjugadas

Los PC se pueden usar para provocar respuestas de anticuerpos hacia una variedad de bacterias Gram negativas
y Gram positivas en un individuo, bien solos o cuando estdn conjugados con otra molécula inmunogénica, tal como
un polipéptido o una proteina. La conjugacién del PC con el polipéptido convierte la respuesta inmune hacia el PC,
que comunmente es independiente de las células T, en una que es dependiente de las células T. Por consiguiente,
es preferible que el tamafio del polipéptido sea el suficiente como para provocar la conversion de la respuesta de
independiente de las células T a dependiente de las células T. Puede ser titil usar polipéptidos de menor tamaiio a
efectos de proporcionar un segundo inmunégeno.

Se puede emplear cualquier modo de conjugacién para conjugar el componente de PC con el péptido. El procedi-
miento preferido es aquél descrito en la patente estadounidense n.%: 4.356.170, que describe la introduccién de grupos
aldehido terminales en el polisacarido mediante la escision oxidativa de los dioles vecinales y el acoplamiento de los
grupos aldehido con los grupos amino peptidicos mediante una aminacién reductora.

Se entenderd, sin embargo, que las vacunas de conjugados de la invencién no se limitan a aquéllas producidas
mediante la aminacién reductora. De este modo, las vacunas también se pueden producir mediante la conjugacién del
PC con un péptido usando cualquier procedimiento de unién conocido por los expertos en la técnica, tal como un
espaciador de dihidrazida del dcido adipico, segtin lo descrito por Schneerson, R. et al. (1980) J. Exp. Med. 1952:361-
476, y en la patente estadounidense n.’: 4.644.059 o, por ejemplo, la tecnologia espaciadora binaria segtin lo descrito
por Marburg, S. et al. (1986) J. Am. Chem. Soc. 108: 5282-5287.

Esta invencion proporciona la capacidad de producir moléculas conjugadas en las que el péptido estd ligado al PC
a través de uno o mds sitios sobre el PC. Por consiguiente, las moléculas conjugadas preparadas segin esta invencion,
con respecto al componente proteico, pueden ser mondmeros, dimeros, trimeros y moléculas muy entrecruzadas en
las que el PC entrecruza entre si multiples proteinas.

Los anticuerpos dirigidos contra los PC se pueden usar como una preparaciéon farmacéutica en una aplicacién
terapéutica o profildctica para conferir inmunidad pasiva de un individuo huésped a otro (i. e., para aumentar una res-
puesta inmune de un individuo contra bacterias Gram negativas o Gram positivas, o para proporcionar una respuesta
en individuos inmuno-comprometidos o con el sistema inmune reducido, incluyendo personas que padecen SIDA). La
transferencia pasiva de anticuerpos es conocida en la técnica y se puede realizar mediante cualquiera de los procedi-
mientos conocidos. Segin un procedimiento, se generan anticuerpos dirigidos contra los PC o los conjugados de los
mismos de esta invencién en un animal huésped (“donante”) inmunocompetente, se cosechan del animal huésped y
se transfunden a un individuo receptor. Por ejemplo, se puede usar un donante humano para generar anticuerpos reac-
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tivos contra el PC o el conjugado de PC. Entonces se pueden administrar los anticuerpos en cantidades terapéutica o
profilacticamente eficaces a un receptor humano en necesidad de tratamiento, confiriendo asi resistencia en el receptor
contra bacterias que estdn unidas por anticuerpos generados por el componente de polisacarido. (Véase Grossman,
M. y Cohen, S. N., en “Basic and Clinical Immunology”, VII Ed., (Stites, D. P. y Terr, A. T. eds., Appleton & Lange
1991) Capitulo 58 “Immunization”).

3. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden comprender los PC o las moléculas conjugadas que
comprenden los PC y vehiculos farmacolégicamente aceptables, tales como solucidn salina, dextrosa, glicerol, etanol
o similares. En otra realizacidn, la composicion farmacéutica comprende otro resto inmunogénico, tal como un pép-
tido o composiciones que comprenden anticuerpos generados por uno de los PC de esta invencién. La composicién
también puede comprender adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica del receptor. Tales adyuvantes pue-
den estar basados en aluminio, tal como alumbre o adyuvantes de alquilo de cadena larga, tales como estearil-tirosina
(véase el documento estadounidense con n.° de serie 583.372, presentado el 17/9/90; la patente europea EP 0 549 617
B1; Moloney et al., patente estadounidense n.°: 4.258.029). Véanse también Jennings et al., patente estadouniden-
se n.° 5.683.699 y Paoletti, et al. J. Infectious Diseases 1997; 175: 1237-9. Estas composiciones farmacéuticas son
particularmente ttiles como vacunas.

Para provocar una inmunidad pasiva, la composicién farmacéutica puede estar compuesta por anticuerpos poli-
clonales o anticuerpos monoclonales, o derivados o fragmentos de los mismos, segtin lo descrito anteriormente. La
cantidad de anticuerpo, fragmento o derivado serd una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz segtn lo deter-
minado mediante técnicas clinicas estandar.

Las preparaciones farmacéuticas se pueden introducir en un individuo mediante procedimientos conocidos por
su eficacia en la técnica. Entre las vias de introduccidn, pero sin limitarse a ellas, se encuentran la via intradérmica,
intraperitoneal, intravenosa, subcutdnea, intramuscular, oral e intranasal.

Las composiciones pueden comprender vehiculos, tampones o conservantes estdndar conocidos por los expertos en
la técnica que sean adecuados para vacunas, incluyendo, pero no limitdndose a, cualquier vehiculo farmacéuticamente
aceptable adecuado, tal como solucién salina fisioldgica u otros liquidos inyectables. También pueden estar presentes
los aditivos habituales en las vacunas, por ejemplo, estabilizadores tales como lactosa o sorbitol, y adyuvantes para
aumentar la respuesta inmunogénica, tales como fosfato de aluminio, hidréxido o sulfato y estearil-tirosina. Las vacu-
nas producidas segin esta invencién también se pueden usar como componentes de vacunas multivalentes que generen
una respuesta inmune frente a una pluralidad de agentes infecciosos.

Las vacunas se administran en cantidades suficientes para generar la produccién de anticuerpos como parte de
una respuesta inmunogénica. Las dosis se pueden ajustar en base al tamafio, al peso o a la edad del individuo que
recibe la vacuna. Se puede controlar la respuesta de los anticuerpos en un individuo analizando el titulo o la actividad
bactericida de los anticuerpos y, si fuera necesario, se puede volver a aplicar para aumentar la respuesta. Comtinmente,
una sola dosis para un nifio es de aproximadamente 10 ug de vacuna de conjugado por dosis o de aproximadamente
0,5 ug-20 pg/kilogramo. Los adultos reciben una dosis de aproximadamente 0,5 ug-20 ug/kilogramo de vacuna de
conjugado. Para la vacuna de PC, una dosis comun es de aproximadamente 25 ug de cada PC individual por dosis. Es
decir, una vacuna frente a estreptococos del grupo B podria comprender 25 g de cada uno de los PC de cada uno de
los nueve serotipos.

D. Equipos de diagndstico

Los PC, o los derivados o fragmentos de los mismos, se pueden usar para producir equipos de diagndstico mas
seguros que no incorporen toxinas, tales como la toxina de la neumolisis, pero que sigan indicando la presencia
de anticuerpos dirigidos contra bacterias Gram negativas o Gram positivas. La presencia de tales anticuerpos puede
indicar una exposicion previa al patégeno y predecir aquéllos individuos que pueden ser resistentes a la infeccion. El
equipo de diagndstico puede comprender al menos uno de los PC, o de los derivados o fragmentos de los mismos, y los
reactivos adecuados para la deteccién de una reaccion de los anticuerpos cuando los PC modificados, o sus derivados
o fragmentos, se mezclan con una muestra que contiene anticuerpo dirigido contra bacterias Gram negativas o Gram
positivas. Las reacciones de los anticuerpos se pueden identificar mediante cualquiera de los procedimientos descritos
en la técnica, incluyendo, pero no limitdndose a, un andlisis ELISA. Tal conocimiento es importante y puede evitar
una vacunacion innecesaria.

Alternativamente, el equipo de diagndstico puede comprender ademds un soporte s6lido o una perla magnética o
una matriz pldstica y al menos uno de los PC, o derivados o fragmentos de los mismos.

En algunos casos, puede ser preferible que los PC, o los derivados o los fragmentos, estén marcados. Los agentes
de marcaje son ampliamente conocidos en la técnica. Los agentes de marcaje incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo, identificadores de radiactividad, quimioluminiscencia, bioluminiscencia, luminiscencia u otras “etiquetas”
de identificacién para un andlisis conveniente. Se pueden recoger y purificar fluidos corporales o muestras de tejidos
(p. €j., sangre, suero, saliva), y aplicarlos al equipo de diagnéstico. Los PC, sus derivados o fragmentos pueden estar
purificados o no purificados, y pueden estar compuestos de una mezcla de moléculas.
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Las matrices sé6lidas son conocidas en la técnica, y se encuentran disponibles, e incluyen, pero no se limitan a,
poliestireno, polietileno, polipropileno, policarbonato o cualquier material plastico sélido en forma de tubos de ensayo,
perlas, microparticulas, varillas medidoras, placas o similares. Ademads, las matrices incluyen, pero no se limitan a,
membranas, placas de microvaloracién de 96 pocillos, tubos de ensayo y tubos Eppendorf. En general, tales matrices
comprenden cualquier superficie a la que se pueda unir un agente de unién a ligandos o una superficie que proporcione
un sitio de acoplamiento a ligandos.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la presente invencién, pero no deben ser considerados, bajo
ningln concepto, como restrictivos del alcance de la misma. Los expertos en la técnica reconoceran que es posible
realizar numerosos cambios y sustituciones sin alejarse del espiritu ni del &mbito de la invencién.

Ejemplos
A. Cepas bacterianas, medios de crecimiento y condiciones de cultivo

La cepa de estreptococos del grupo B de tipo Ib H36b (ATCC 12401) fue obtenida de la Colecciéon Americana de
Cultivos Tipo (Rockville, MD). El resto de las cepas usadas, 090 (tipo Ia), 18RS21 (tipo II), M781 (tipo III) y 1169-NT
I (tipo V), fueron proporcionadas amablemente por D. L. Kasper, Harvard Medical School. Las Neisseria meningitidis
de tipo a, C, Y y W135 fueron proporcionadas amablemente por Carl Frasch de CBER, FDA, y la Escherichia coli K1
fue proporcionada amablemente por Willie Vann de CBER, FDA.

Cada una de las cepas de estreptococos del grupo B fue cultivada individualmente en liquido de didlisis (membrana
con un limite de peso molecular nominal (NMWL) de 10.000), un sistema de casetes Pellicon (Millipore Corp.,
Bedford, MA) de caldo Columbia al 3,5% (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI) complementado con glucosa al 6%.
Se usaron 150 ml de cultivo de siembra desarrollado durante 8 h en un matraz de agitacién Erlenmeyer a 37°C para
inocular un fermentador de 20 litros Bioflo IV (New Brunswick Scientific Co., Edison, NJ) llenado con 14 litros de
caldo (supra). Se mantuvo el cultivo de fermentacién a 37°C, ajustado de manera continua hasta un pH 7,1 con la
adicién de NaOH 10N y aireado a 1,5 I/min. Se cosecharon las células tras 17 h mediante microfiltracién a través de
un cartucho de fibra hueca de porosidad de 0,2 ym MiniKros (Microgon, Inc., Laguna Hills, CA). El sobrenadante
del cultivo se mantuvo en condiciones estériles a 4°C hasta que se continué con su procesamiento. Los sedimentos
celulares finales se obtuvieron por centrifugacién de células separadas a 9.000 rpm en un rotor GSA de Sorvall (DuPont
Clinical & Instruments Div., Wilmington, DE) durante 50 min.

B. Procedimiento general para producir polisacdridos capsulares
1. Extraccion y cromatografia de interaccion hidréfoba

Se suspendieron los sedimentos en cuatro volimenes de NaOH 1N usando el peso himedo en gramos de la pasta
celular como un volumen. Se incubd la suspension a 37°C durante una noche. Se retiraron los restos celulares mediante
centrifugacién durante 30 min a 12.000 rpm en un rotor GSA de Sorvall. Tras la neutralizacién con HCI concentrado
(J. T. Baker, Phillipsburg, NJ), se diafiltr6 el sobrenadante frente a NaHCO; 2N (pH 9,6) usando una membrana con un
NMWL de 10.000 de Pellicon. Entonces se cargd el concentrado resultante sobre una columna 26/60 XK de Pharmacia
empaquetada con fenil-sefarosa HP (Pharmacia Biotech; Piscataway, NJ), se pre-equilibré con NaHCO; 2N, usando el
sistema de cromatografia preparativa de Pharmacia descrito mas adelante. Primero se eluyé la columna a 4 ml/min con
un volumen de columna de NaHCO; 2N seguido por dos volimenes de columna de agua. Se analizaron las fracciones
en cuanto al polisacarido (infra) y se mezclaron las que contenian polisacarido capsular.

También se purificaron polisacaridos capsulares de los sobrenadantes del cultivo. Tras la eliminacidon de las células,
se concentro el caldo de 10-15 veces (Pellicon, usando membrana con un NMWL de 10.000) y se diafiltr6 frente a 10
volimenes de agua. Al concentrado resultante, se afiadi6 NaOH 10N hasta una concentracién final de 1M. Se incub6
esta solucién a 37°C durante una noche y se neutraliz6 con HCI concentrado. El procesamiento continué segtin lo
descrito anteriormente para la extraccién celular.

Para un lote de polisacdrido capsular de tipo III, se extrajeron conjuntamente las células y el sobrenadante del
cultivo como se explica a continuacién. Se concentrd y se diafiltr6 el sobrenadante del cultivo, separado de las cé-
lulas, y se trat6 el concentrado con una base segin lo descrito anteriormente. Se suspendio el sedimento celular en
cuatro volimenes del concentrado tratado con la base, y se siguié procesando segtin lo descrito anteriormente para la
extraccion celular (supra).

2. Re-N-acetilacion

Debido a que la exposicion del polisacdrido a las condiciones de extraccion descritas anteriormente libera los gru-
pos N-acetilo de los polisacdridos, se volvieron a N-acetilar los polisacaridos mediante la adicién en gotas de anhidrido
acético (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI) a las fracciones mezcladas a una concentracién final de 0,8M. Se agi-
t6 esta mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 h y se mantuvo a un pH 9 con la adicién de NaOH 10N.
Entonces se aument6 el pH de la reaccion hasta 13, y se continué con la reaccién durante 30 min mds. Se diafiltré la
solucién que contenia polisacdrido capsular re-N-acetilado frente a agua usando un sistema de casetes Minitan (mem-
brana NMWL 10.000, Millipore) y se liofilizé el concentrado. Se volvié a disolver el concentrado liofilizado en PBS
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(pH 7,4) y se purificé mediante cromatografia de permeacién en gel sobre Superdex 200 PG (infra). Las fracciones que
contenfan polisacdrido se mezclaron, se diafiltraron frente a agua (supra) y se liofiliz el concentrado para producir
PC purificado.

3. Cromatografia de permeacion en gel

La cromatografia analitica de permeacién en gel (GPC) se realizé sobre un sistema de FPLC de Pharmacia dotado
de un detector ultravioleta UV-1 de Pharmacia (con un filtro de 280 nm), un refractémetro diferencial R401 de Waters
Corp. (Milford, MA) y una columna 10/30 6 HR de Superosa de Pharmacia (agarosa en perlas muy entrecruzada). Se
eluy6 la columna a 0,5 ml/min con PBS, pH 7.4. Se us6 dextrano (aprox. 2 x 10° de peso molecular; Sigma Chem Co.,
St. Louis, MO) para determinar el volumen hueco (V,) y se usé azida de sodio para determinar el volumen total del
lecho (V,). Los volimenes de elucién relativos se expresan como K,, = (V.-V,)/ (V\-V,), en la que V. es el volumen de
elucién del perfil de RI. La GPC preparativa se realizé sobre un sistema de Pharmacia que comprendia los detectores
anteriormente mencionados, una bomba P-50, un colector de fracciones FRAC-100, un controlador GP-250 Plus y una
columna 26/100 XK empaquetada con Superdex 200 PG (Pharmacia). La columna se eluy6 con PBS a 1 ml/min.

C. Andlisis de los polisacdridos
1. Determinacion de la masa molar

Las distribuciones de las masas molares absolutas de los polisacdridos se determinaron mediante GPC analitica
con la deteccién mediante fotometria de difusion de luz laser multiangular en linea y refractometria diferencial (GPC-
MALLS/RI). Este procedimiento se realiz6 en un sistema de cromatografia en fase liquida que constaba de una bomba
de CLAR PU-980 de Jasco (Easton, MD), una véalvula de inyeccién modelo 7125 de Rheodyne (Cotati, CA) y una
columna 10/30 6 HR de Superosa equilibrada con PBS y con un caudal de 0,5 ml/min. La fase mévil se preparé en
agua de pureza ultra alta (Stephens Scientific, Riverdale, NJ) y se filtr6 a través de un filtr6 en linea de didmetro de
25 mm (Millipore) dotado de una membrana de 0,22 mm de tipo GV de Millipore. Se disolvieron las muestras de
polisacdridos (1-2 mg) a una concentracion de 10 mg/ml en la fase mévil y se centrifugaron las soluciones resultantes
durante 2 a 3 min a 14.000 rpm en un microcentrifugador para eliminar la materia en particulas antes de la inyeccion.
Los efluentes de la columna se analizaron directamente con un fotémetro de difusion de luz laser de triple dngulo fijo
miniDAWN en linea (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA) acoplado a un refractémetro diferencial modelo
1047A de Hewlett-Packard. La salida de la sefial analdgica del refractémetro se conecté al miniDAWN a través de un
canal de entrada auxiliar. Se recogieron los datos de difusién de la luz y se procesaron con los programas informaticos
ASTRette y EASI de Wyatt. Se calcul6 la superficie mdxima con los programas informéticos de Wyatt como la suma
total de las superficies de 200-300 divisiones trapezoides o “rodajas” en el intervalo completo de un maximo. A partir
de la superficie asi obtenida, se calcularon las masas molares medias en peso y las masas molares medias en niimero
(M, y M,, respectivamente) de un polisacdrido obtenido mediante la elucién de un mdximo dado. El incremento del
indice de refraccion especifico (dn/dc) para todos los polisacéaridos fue determinado en 0,140 ml/g usando el refrac-
tometro HP 1047A en linea. Este valor era comparable a los valores obtenidos previamente para otros polisacdridos
(7, 8, 38).

2. Espectroscopia de RMN

Se registraron espectros de 'H-RMN unidimensionales de las muestras de polisacéridos (4-5 mg/ml) en D,0 (Al-
drich) a 500 MHz en un espectrémetro AMX 500 de Bruker Instruments (Billerica, MA). Los datos espectrales se
obtuvieron a 50°C y los desplazamientos quimicos se relacionaron con 2,2,3,3-tetradeuterio-3-(trimetilsilil)propionato
externo (Aldrich) en D,0O.

3. Andlisis quimicos

Se determind el contenido de polisacéridos en los efluentes de la columna preparativa y en los polisacaridos pu-
rificados mediante una modificacion del andlisis con orcinol a microescala de Reuter y Schauer (35) para el acido
sidlico. En sintesis, se afiadieron 100 ul de muestra o de control que contenian 1-1,5 ug de patrén de NeuAc o hasta
300 wg/ml de polisacédrido capsular purificado a 100 ul de reactivo de orcinol (35) en un tubo de microcentrifugacién
de 1,5 ml. Se mezclaron las muestras bien y se calentaron en un bafio de agua hirviendo durante 15 min. Una vez en-
friadas las muestras en agua con hielo durante 5 min, se afiadieron 500 ul de alcohol isoamilico (Fluka Chemical Co.,
Ronkonkoma, NY) a cada muestra. Se mezclé bien la muestra y se centrifugé en un microcentrifugador a 3.000 rpm
durante 2-3 min. Se repitié este procedimiento para garantizar la extraccién completa del croméforo en el alcohol. Se
transfiri6 una porcién de 200 ul de la fase alcohdlica de cada muestra a una placa de microvaloracién de poliestireno
de unién baja y fondo plano de 96 pocillos (Coming Costar Corp., Cambridge, MA), y se ley6é a 560 nm en un lector
de microplacas Emax de Molecular Devices (Menlo Park, CA). A partir del contenido de acido sidlico, se obtuvo
la pureza de las preparaciones de los polisacéridos finales, usando los siguientes pesos férmula: 314,3 g/mol para el
residuo de NeuAc terminal; 1.004 g/mol para la unidad de repeticién de los PC de tipo Ia, Ib o III; 1.328 g/mol para la
unidad de repeticion de los PC de tipo I1 o V.

Se determind el contenido proteico de las muestras que contenian 1-2 mg de polisacdrido capsular por ml en
PBS mediante el procedimiento de Bradford (9) usando reactivo Coomassie Plus de Pierce (Rockford, IL) e IgG de
caballo como patrén. Se determind el contenido de acido nucleico mediante una fotometria UV directa a 260 nm. Las
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mediciones fotométricas para estos andlisis se realizaron con un espectrofotémetro de modelo UV160U de Shimadzu
(Shimadzu Scientific Inst., Columbia, MD).

D. Rendimientos

En la Tabla 1, se muestran los rendimientos del polisacdrido capsular obtenido a partir de los diversos serotipos
de estreptococos del grupo B. Para todos los serotipos, el polisacarido purificado de los sedimentos celulares superd
al de los sobrenadantes del cultivo, variando de un rendimiento 4 veces mayor para el tipo II a un rendimiento 60
veces mayor para el tipo Ib. A modo de comparacion, en la Tabla 1, se proporcionan los rendimientos a partir del
sobrenadante, asi como a partir de las células, como los miligramos de polisacarido por litro de cultivo (mg/l). De este
modo, si se consideran fermentaciones de 14 litros, los rendimientos totales a partir de las células variaron de 1,1 g
para el tipo Ia a 0,6 g para el tipo II, mientras que los rendimientos totales a partir de los sobrenadantes variaron de
150 mg para el tipo II a 14 mg para el tipo Ib. Cuando se procesaron conjuntamente las células y el sobrenadante de
una fermentacién de tipo III, el rendimiento, 63 mg/l o 0,9 g totales, fue similar al obtenido tinicamente a partir de
los sedimentos celulares. La variacion entre las cepas de estreptococos del grupo B estudiadas en las proporciones de
las producciones aisladas de los polisacaridos capsulares a partir de las células con respecto a las de las obtenidas a
partir de los sobrenadantes sugiere las diferentes tendencias entre los serotipos para liberar polisacdridos capsulares
en las presentes condiciones de crecimiento. Las cantidades de los polisacdridos capsulares asociados a las células
purificados mediante este procedimiento se aproximan a las cantidades encontradas a partir de las fermentaciones por
lotes de las cepas de estreptococos del grupo B de los tipos Ia, III, IV, V y VI, deducibles a partir de los niveles de acido
sidlico unido a las células (usado como marcador de polisacdridos capsulares) segin lo publicado por von Hunoistein
et al. (39). Cabria esperar que condiciones de extraccién mds rigurosas (p. €j., una base mds fuerte, una temperatura
mayor o la agitacion de la mezcla de extraccién) mejoren los rendimientos de los polisacédridos capsulares unidos a las
células.

TABLA 1

Rendimientos de polisacarido capsular de estreptococo del grupo B

Serotipo Rendimiento a partir de Produccion a partir de los sedimentos celulares
sobrenadante (mg/l)* (mg/)*
la 4 79
Ib 1 64
Il 11 42
II1° 4 65
Vv 5 65

" Los rendimientos se expresan en mg de polisacarido capsular purificado final por litro de cultivo
de crecimiento.
® Cuando se procesaron conjuntamente el caldo y las células, los estreptococos del grupo B de

tipo Il produjeron 63 mg/l.

Resultados
A. Andlisis de los polisacdridos purificados

Para cada uno de los serotipos de estreptococos del grupo B estudiado, la espectrometria de 'H-RMN unidimensio-
nal de las preparaciones de polisacdridos de ambos origenes confirmé su identidad con los datos espectrales publicados
previamente para los respectivos polisacaridos de cada tipo (41,44). Ademads, los espectros de RMN para todas estas
preparaciones indicaron niveles muy bajos de contaminacién. En las Figuras 1-5, se muestran los espectros de RMN
representativos de los cinco polisacdridos de estreptococos del grupo B. Los niveles de dcidos nucleicos, detectados
mediante fotometria UV directa a 260 nm, no superaron el 1% en masa, mientras que la proteina, analizada mediante
el procedimiento de Bradford (9), no fue detectable en ninguna de las preparaciones de polisacdridos por encima del
limite inferior de deteccidn de este andlisis (1 pg/ml). Las purezas de todos los polisacdridos, calculadas a partir de
su contenido de 4cido sidlico, estimado mediante un analisis con orcinol a microescala modificado (35), fueron del
aproximadamente 100%. Por consiguiente, para todas las preparaciones de polisacdridos obtenidas mediante el pro-
cedimiento descrito anteriormente, los datos espectrales y fotométricos coinciden con polisacaridos capsulares muy
purificados con una contaminacién minima por proteinas o dcidos nucleicos.
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B. Tamaiio molecular de los polisacdridos

En la Tabla 2, se proporcionan los volimenes relativos de elucién (como K,y) de los polisacaridos purificados
sobre Superosa 6, tomados de los mdximos de sus perfiles de GPC detectados por RI.

En andlisis separados, se determinaron las distribuciones de las masas molares absolutas de los polisacéridos
mediante GPC-MALLS/RI. Este procedimiento permite la estimacién directa de la masa molar de macromoléculas,
independientemente de pardmetros cromatograficos tales como el caudal o el volumen de retencidn, y sin la necesi-
dad de patrones secundarios cuyas propiedades hidrodindmicas puedan variar enormemente del analito de interés. La
utilidad de la GPC-MALLS/RI como procedimiento de caracterizacién estd bien establecida para los polisacaridos
de interés farmacéutico (7, 8, 10, 17, 25). Las distribuciones de las masas molares se presentan habitualmente como
la masa molar media en peso (Mp) y la polidispersidad (Mp/My), que es indicadora de la amplitud de la distribu-
cién. Como la polidispersidad se aproxima a la unidad, la distribucién de las masas molares se aproxima a la homo-
geneidad.

En la Tabla 2, se proporcionan los datos de las masas molares para los polisacaridos de estreptococos del grupo B
purificados. Para cada uno de los serotipos, las distribuciones de las masas molares para las preparaciones de polisa-
céridos de ambos origenes fueron similares. Las masas molares medias en peso de estas preparaciones variaron de 92
kg/ml para los polisacéridos capsulares asociados a células del tipo V a 318 kg/ml para los polisacaridos capsulares
de tipo Ia purificados del sobrenadante de cultivos. Las distribuciones de todas las preparaciones fueron limitadas,
segtn lo indicado por sus bajos valores de polidispersidad (Mp/My < 1,6). Estos valores fueron comparables con los
obtenidos mediante andlisis similares de polisacaridos capsulares de varios serotipos de S. pneumoniae y Haemophilus
influenzae de tipo b (7, 17).

TABLA 2
Caracterizacién bioquimica y biofisica de los polisacaridos capsulares de estreptococos del grupo
B purificados
Serotipo Kav Mp (kg/mi)* Polidispersidad Contenido de Contenido de
Mp/My acido nucleico proteina (%)
(%)
la (S)° 0,005 318 1,35 0,23 0,21
la (C)° 0,010 311 1,31 0,15 < 0,01
Ib (S) 0,191 170 1,20 0,95 < 0,01
Ib (C) 0,150 218 1,61 0,33 < 0,01
[1(S) 0,152 246 1,46 0,13 < 0,01
I1(C) 0,115 289 1,46 0,12 < 0,01
[ (S) 0,343 ND ND 0,58 < 0,01
[(C) 0,268 108 1,24 0,10 < 0,01
(S + C) 0,272 104 1,22
V (S) 0,257 92 1,28 0,26 0,27
V (C) 0,156 179 1,15 0,17 0,09
V (C) 0,241 99 1,20
" Los datos de masas molares se determinaron mediante GPC-MALLS/RI
8 (S) indica que el polisacarido fue purificado de subrenadantes
© (C) indica que el polisacarido fue purificado de sedimentos celulares
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Consideradas junto con los datos espectrales de RMN, las distribuciones de masas molares indican que, para cada
serotipo, las diferencias entre los polisacaridos purificados de sobrenadantes o de sedimentos celulares (asi como de
ambas fuentes combinadas, para el tipo III) no son relevantes. Como los espectros de RMN para las preparaciones de
cada serotipo indican que son quimicamente idénticas, también se prevé que el comportamiento inmunoquimico de
estas preparaciones sea idéntico. Por lo tanto, la decisién de combinar el sobrenadante de los cultivos con las células
para la extraccion sélo se basa en la contribucién que se espera que el sobrenadante haga a la produccién (Tabla 1).
Por tanto, puede ser preferible usar un extracto combinado de tipo II.

Analistas inmunoquimicos
A. ELISA de inhibicion competitiva

Se revistieron pasivamente placas de microvaloracién (Nunc Polysorp) bien con PEGB,,-ASH, PEGB,,-ASH,
PEGB-ASH, PEGBy;-ASH o PEGBy-ASH (100 ng de polisacarido en 100 ul a cada pocillo) diluido en PBS (fosfato
de sodio 50nM, NaCl 150mM, pH = 7.4) durante 1 h a 37°C. Una vez lavadas las placas con PBS + Tween 20 al 0,05%
(PBS-Tween, pH = 7,4), se bloquearon con 150 ul/pocillo de PBS + albimina de suero bovino al 0,1%. Tras el post-
revestimiento, se volvieron a lavar las placas y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Se valoraron por separado antisueros de conejo contra estreptococos del grupo B de células enteras dirigidos contra
PEGB,,, PEGBy,, PEGB,; y PEGBy; (Dennis Kasper) en placas revestidas con PEGB,-ASH, PEGB,-ASH, PEGBy;-
ASH y PEGBy;;-ASH, respectivamente. De manera similar, se valoré antisuero de conejo contra PEGBy-TT en una
placa revestida con PEGBy-ASH. Se eligi6 la dilucién correspondiente a aproximadamente un 50% de la sefial mdxima
como la apropiada para los estudios de inhibicién.

Se diluyeron los antisueros en PBS-Tween. Se diluyeron los inhibidores cinco veces en serie en tampén que con-
tenia los antisueros diluidos. A continuacién, se afadieron 100 ul de estas muestras a los pocillos de las placas de
microvaloracién revestidas por duplicado y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Tras lavarlas, se afiadie-
ron a cada pocillo 100 ul de conjugado de cabra frente a inmunoglobulina de conejo-rdbano picante (Kirkegaard &
Perry) diluido en PBS-Tween segun las instrucciones del fabricante. Se incubaron las placas a temperatura ambiente
y luego se volvieron a lavar. Se afladieron los 100 ul de sustrato TMB microwell (n.° de cat. 50-76-04, Kirkegaard &
Perry) a cada pocillo. Se detuvo la reaccién tras 5 min mediante la adicién de 100 ul de solucién de detencién de un
componente (n.° de cat. 50-85-04, Kirkegaard & Perry) y se ley6 la absorbancia a 450 nm. La inhibicién se determing
como el porcentaje de sefial maxima conseguida con el antisuero diluido en ausencia de cualquier inhibidor.

B. Resultados

En las Figuras 5-10, se representan las curvas de inhibicién de la unién para cada antisuero de EGB especifico
de tipo Ia, Ib, II, III, V con sus antigenos de P capsulares homdlogos, respectivamente. Segtin lo demostrado por
estas curvas, cada antigeno de P bien extraido del sobrenadante de cultivo o del caldo, result6 tener propiedades de
inhibicién similares que indican su equivalencia antigénica. Por lo tanto, el procedimiento empleado para generar estos
polisacdridos capsulares no afecta a su antigenicidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de purificaciéon de un polisacarido capsular de componentes celulares de bacterias Gram
negativas y Gram positivas, en el que la purificacién comprende:

- proporcionar para la extraccion células bacterianas aisladas, sobrenadantes bacterianos concentrados de células
bacterianas homogenizadas o medio acondicionado, o sedimentos celulares;

- extraer el polisacdrido capsular de los componentes celulares, componentes celulares que incluyen proteina y
acido nucleico, mediante la puesta en contacto de las células bacterianas aisladas, los sobrenadantes bacterianos

concentrados de células bacterianas homogenizadas o medio acondicionado, o los sedimentos celulares, con un
reactivo bdsico en un intervalo de pH de 9 a 14, mediante lo que se degrada el ADN o el ARN bacteriano;

y

- separar el polisacarido capsular extraido de las impurezas que resultan de los componentes celulares que com-
prenden proteinas y dcidos nucleicos, y recuperar los polisacaridos capsulares purificados.

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que un porcentaje de los grupos N-acetilo presentes en el
polisacdrido capsular se hidroliza durante la extraccién y luego se vuelve a acilar, de modo que el polisacarido capsular
re-N-acilado recuperado tras la purificacién genera la produccién de anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con
el polisacérido capsular nativo.

3. El procedimiento segtn la reivindicacién 1 que comprende ademas las etapas:

(a) separar opcionalmente el polisacarido capsular de las impurezas mediante cromatografia;

(b) hacer reaccionar el polisacérido capsular de la etapa (a) con un agente de acilacion;

(c) purificar el polisacarido capsular de la etapa (b) mediante cromatografia.

4. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el pH es 12.

5. El procedimiento segiin la reivindicacién 1, en el que el polisacdrido capsular procede de cualquier bacteria del
género Streptococcus.

6. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que polisacirido capsular procede de estreptococos del
grupo B.

7. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que los polisacédridos capsulares proceden de estreptococos del
grupo B de tipo Ia, Ib, IL, II1, V, VI y VIIL

8. El procedimiento segtn la reivindicacion 1, en el que el reactivo bdsico comprende una base orgénica.
9. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el reactivo basico comprende una base inorgénica.
10. El procedimiento segin la reivindicacién 3, en el que el reactivo bdsico comprende NaOH, KOH o LiOH.

11. El procedimiento segtin la reivindicacion 3, en el que la separacién mediante la etapa de cromatografia es una
cromatografia de interaccion hidréfoba.

12. El procedimiento segtin la reivindicacion 3, en el que el agente de acilacién es anhidrido acético, cloruro de
acetilo, acetato de pentafluorofenilo o acetato de 4-nitrofenilo.

13. El procedimiento segtin la reivindicacion 3, en el que la purificacién del polisacérido capsular mediante la etapa
de cromatografia es una cromatografia de permeacion en gel.

14. El procedimiento segtin la reivindicacion 3, en el que el reactivo basico comprende una base inorgénica, la
separacion mediante la etapa de cromatografia es una cromatografia hidréfoba, el reactivo de acilacién es anhidrido
acético, cloruro de acetilo, acetato de pentafluorofenilo o acetato de 4-nitrofenilo, y la purificacién del polisacarido
capsular mediante la etapa de cromatografia es una cromatografia de permeacion en gel.

15. El procedimiento segiin la reivindicacién 3, en el que el reactivo basico comprende NaOH, la separacién

mediante la etapa de cromatograffa implica Phenyl Sepharose®, el agente de acilacién es anhidrido acético y la puri-
ficacion del polisacdrido capsular mediante la etapa de cromatografia implica Superdex®.
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16. El procedimiento segtn la reivindicacion 1, en el que el polisacarido capsular procede de cualquier bacteria del
género Neisseria.

17. El procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que el polisacarido capsular procede de N. meningitidis de
tipo C.

18. El procedimiento seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que la etapa de separacioén es una
separacion cromatografica.

19. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, que comprende ademds conjugar el poli-
sacérido asi purificado con un polipéptido o una proteina, mediante lo cual se produce una vacuna de conjugado de
polisacarido.

20. El procedimiento segtn la reivindicacién 19, en el que la conjugacion se realiza introduciendo grupos aldehido
terminales en el polisacdrido capsular mediante escisién oxidativa de los dioles vecinales del polisacdrido capsular,
y luego conjugando los grupos aldehidos terminales con los grupos amino del polipéptido mediante una aminacién
reductora.
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