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La presente invencidn se relaciona con la
produccidn de vacunas antigenas somdticas. Estas va
cunas antigenas somdticas son preparaciones de bac~
terias inactivadas lisadas Que inducen la produccién

de anticuerpos en el pacientes
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Un método tipico para producir vacunss bac-
terianas es hacer crecer bacterias gobre medios de
cultivo apropiados, cosechar el crecimiento resultan-
te, normalizar la concentracién'de organismos, y lue-
g0 inactivar o matar las bacterias mediante calor, un
protector, o al mismo tlempo calor y protector.

Se puede preparar las vacunas bacterianas
a partir de cepas de bacterias de laboratorio o a par-
tir de bacterias derivadas directamente del paciente
que recibe la vacuna. En este ¥ltimo caso se las de-
nomina vacunas autdgenas. Las vacunas que contienen
diversas cepas de bacterias son denominadas vacunas
polivalentes. Las vacunas que contienen bacterias
pertenecientes a dos o més especies son denominadas
vacunasg mixbtas. Se puede preparar tembidn vacunas a
partir de fracciones de las bhacterias o partir de
exudados bacterianos. Los toxoides de la difteria y
del tétano son ejemplos de éstas ltimas. En el caso
de la presente inveneidn, las bacterias son lisadas
por completo, de manera que estén presentes, en Fforma
eficaz, la totalidad de los antigenes bacterianos,
tanto internos como externos. De acuerdo con la pre=—
gsente invencidn, se ha denominado a este tipo de va-
cuna "vacuna antigena somdtica". Lias vacunas prepa-
radas de acuerdo con la presente invencidn pueden ser
de los tipos monovalente, polivalente o mixto.

Ya se ha sugerido en la téenica un método
para preparar vacunas antigenas somdticas, que invo-
lucra el lisado de células muertas de bacterias pa-

tégenas, sometiéndolas a la aceidn de una enzima pro-
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é;;iéue
causa la lisis de las células sin destruir la aﬁﬁi;
genicidad. fi'F

Se ha comprobado ahora que se puede. feci-
litar considerablemente el lisado de las células,.
haciendo crecer las células en un medio que contiens
un constituyente aminodcido o congtituyentes qus uc~-
tivan el desarrollo de paredes debilitadas de las
células. Como resultado de éste, las bacterias debi-
litadas son lisadas muy fécilmente una vez que har
gido inasctivadas mediante un protector apropiado 92
bactericida tal como timercsal.. Timerosal es la de-
nominacidén genérica 0 comercial para el etil mercuri~
tiomalicilato de sodio y se le prefiere en la actua-
lidad ocomo agente protector o exterminador; sin em—
bargo, se puede usar también otros tales como timo-
cresol, cloruro de benzaleconio y fenol. De acuerdo
con la presente invencidn se empled timerosal produ—
cido por la firma Eli Lilly and Company bajo la deno-~
minacién comercial Mertiolato.

El usgo de glicina en el rompimiento de cé-
lulas bacterianas ya fué descrito anteriormente por
E,S+ Maculla y P.Bs Cowles en Sclence, Vol 107, Po
376 (1948). En esta publicacidn, se agrega la gli-
cina en concentraciones relativamente altas g masas
de células despuds de cosecharlas. Sin embargo, segin
ge juzga medisnte exdmen microscépico, la ruptura es
nfnime y los extractos as{ obtenidos se deben probva-

blemente a la elucidn de material intracelular en la

golucién de glicina. En una forma preferida de llevar
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a la prdctica la presente invencidn, se agrega gli-
cina inicialmente al medio de crecimiento de memera
que las bacterias resultantes tendrdn raredes ds cé-
lulas particularmente susceptibles a la lisis. Ea
efecto, se ha comprobado que en algunos cagos esghas
células sufren suficiente autdlisis para evitar la
necesgidad de tratamientos accesorios.

' Das tentativas para producir vacunas an—
t{genas somfticas mediante las técnicas de Maculla
y Cowles, no alcanzaron éxito en el laboratorio. Se
llevd a cabo una Serie de experimentos con ciertos
organismos de estafilococos, agregando glicina a los
cultivos vivos en comcentraciones de 0,5 a 3,5 %. Se
ha llevado 8 cabo otro exverimento con organismos
tifoldeos y, en este caso, se usd una concentracién
de glicina de 7,5 %. En ninguno de estos experimen—
tos se pudo demostrar lisis de las células, ni se
obtuvo ninguna ruptura real de las células, aundue
ge cree que aumentd la concentracidén de nitrdgeno
de proteinas en el sobrenadante. Lios subsiguientes
ensayos de potenciss en animales experimentales, in-
dicd que ni lag vacunas de estafilococos ni las ti-
foideas, preparadas en esta manera, poseian aprecia-
ble actividad inmunizante.

Por consiguiente, la presente invencién
Prevee un procedimiento mejorado para la producoidn
de vacunas antigenas somdticas a partir de bacterias,
haciéndose crecer en este procedimiento a las bacte-
rias en un medio nutritivo Que contiene uno o mds de

los aminodcidos utilizados o asociados con la sinte=-
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gis de estructuras de células por dichas bacterias

-

en una cantidad suficiente para dar por resultado .
la formacidn de bacterias mds susceptibles a Llimiss
Una forma importante de llevar a la pricg-
tica la presente invencidn comprende la produceidén’.
de una vacuna contra la mastitls, destinada al uso -
para inmunizar a las vacag contra la magtitis. La}
mastitis es causada por lo general por organismos
estafilocdcicos o estreptocdcicos o por una mezcla
de embos tipos. La mastitis puede ser tambidn cauw .
sada, por lo menos .parcialmente, por otros organig-
mos tales como Escherfchia coli. Por consigulente,
la vacuna contra la mastitis, de la presente inven-
oidn, puede ser upa vacuna estafilocleics, una vacu—
na estreptocdeica, una vacuna estreptocécicay esta-

filocéeica mixta, o cualesquiera de las tres a las

-cuales se agregd la vacuna antigena somdtica de E.

coli. Se prepara la vaguna antigena somftica E. coli
mediante una combinacidn de crecimiento inicial en-
glicina y subsiguiente lisisg facilitada por una en-
zima proteolitica apropiada como ser, por ejemplo,
Pronasa (denominacién comercial). Otra forma de lle-
var a la prdctica la presente invencién, comprende
la produccidn de una vacuna antizena somdtica con
Closgtridium. Por ejemplo, se ha preparado vacuna de
Clostridium chauveci para la morrifia negra del gang
do vacuno, en una manera gimilar a la empleada para
la vacuna de E. coli, y ha sido ensayada con éxito.
Como un aspecto adicional, la presente in-

vencidn prevee un procedimiento para la produccidn
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de vacuna antigena somdtica de bacterias elegidas
del grupo due consiate en estafilococos, estrepto-
socos, Neisseria y Clostridium, qQue comprende las |
gtapas de hacer crecer la bacteria en un medio que
contiene glicina en una concentracidn activadora de
ligie, de aproximadamente 0,01 a 5,0 % p/fv.

Como otro aspecto adicional, la presente
invencidn prevee un procedimiento para producir va-
cuna ant{gena somdtica de bacterias elegida del gru
po due consiste en estafilococos, egtreptococos,
Neisseria y Clostridium, estando ppesenﬁe la glicina
en el medio de crecimiento en una cantidad suficiente
para dar por resultado la formacidn de bacterias que
tienen paredes debilitadas de las células, facili-
tando as{ la lisis de estas células, una vez Que las
bacterias han sido inactivadas mediante protectores
apropiados. De preferencia, el medio de crecimiento
deberd contener aproximadamente entre 0,1 y 5,0% por
pesgo de glicina.

Se ha preparado y ensayado vacunas antige-

nas somdticas de acuerdo con la presente invencién
aqui descrita. Se derd més adelante algunos ejemplos

de preparaciones tipicas y ensayos que hen sido lle—

vadog a cabo para dsterminar los resultados de dichas
Preparaciones. Sin embargo, no se considera Que egtos
ejemplos y ensayos limitan a la presente invencidn
en manera alguna. Se considera que la presente in-
vencidn queda limitada solamente por 1es reivindica-

ciones que se acompafia.

Aundue no se desea limitar la presente in-




vencidn a esta explicacién, se cree que el elevado
orden de antlgenicldad, resultante de la puesta_en}
préctica de la presente invencidn, se debe a la re.
tencidn, en la vacuna, de agquellas substancias an-
5e tigenas que se cree que son responsables de la in-
munidad. Lag vacunas son por lo general relativamen
te claras, con substancial ausencia de sedimento ¥y
de ¢élulas enteras.
La concentracidén déptima de glicina puede. -
10, variar amplismente de acuerdo con el organlismo. Para
la mayoria de los organismos ensayados, la concen—
tracién Sptima queda comprendida dentro de la gama
de aproximadamente 0,1 a 5,0 % p/v. Se ha observado
gue, en general, cuanto mds alto es el nivel de ami-
154 nodcido que se puede usar sin afectar adversamente
al crecimiento, tanto mds rdpida serd la lisis.
EJENFLO I
Aundue el medioubilizado para preparar las
vacunas de algunos de los sjemplos siguientes es un
20, rmedio de Frantz modificado (Watsen & Scherp, J. Im=
munel., 8L, p. 331 (1958), se podrd apreciar que en
algunas clrcunstancias pueden resultar preferibles
otros medios,

Solucidn A ~ Acidos de casamino

25, (Pee) Difce 10 ¢
DEFLERERT  om
KCL 0,090 g
NapHPO, 12H,0 695 &
30. Rojo fenol, solucidn

al 0,1 % 8,0 ml

o s mm e e e W e e
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H20 destilada, hasta L.000 ml

Solucidn B - MgS0, . TH,0 24 8

Glucose 20,0 g
'H,0 destilada, hasta
2”100 ml.

. Los dcidos de Casamino son un hidrolizado
de caseina que contiene material de bajo peso mole-
cular. Se ajusta cada solucidn a pH = T,4 mediante
NaOH y se trata en autoclave a 121 2C durante 15 min.
Normalmente, al usar el medio de Fréntz, ge agrega ..
asépticamente la solucidn B a la solucidn A a razdén
de 25 ml/lt para uso general. La experiencia ha de-
mostrado Que algunas especies de bacterias actian me-
jor cuando se varfa esta proporcidn; por sjemplo, se
ha comprobado que se prefiere las siguientes propor-

ciones para los siguientes organismos diferentes:

Neisseria - 50ml Balltded

Eagtafilococo - 15ml Balltde A

Estreptococo - A0ml Balltdead
BIEMPLO 1T

Preparacidn de vacuna de meningococo

Se toma directamente los cultivos de siembra
desde ampollas liofilizadas introduciéndolas en fras=
cos que contienen 250 ml del medio del Ejemplo I y se
los incuba a 37 2C durante la noche (aproximademente
18 hr) sobre una méquina sacudidora ajustada a 40 r.
Peme Se giembra 20 ml de los frascos de siembra, en
frascos de 1litro que contienen 500 ml del medio de
Frantz modificado que contiene 1 % p/v de glicina.

Se puede agregar la glicina a la solucién A en el mo-
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mento de la produccidn o bien asépticamente a la mez-
cla antes de la siembra. Se incuba entonces los.frés-
cog, asi{ inoculados, en la misma menera que los fras-
cog de siembra sobre un sacudidor ajustado a 40 r,ape.m.
durante 18 a 20 hr., Despuds de la incubacibn, se re~
tira los frascos de la incubadora y se agrega una 80—
lucidn 1:100 de Mertiolato a cada frasco de 500 ml de
manera de obtener una concentracién final de 1:10.000
de Mertiolato. Se deja entonces los frascos a la tem-
preratura ambiente durante 1 semana. Durante este pe—
riodo, la vacuna, que al comienzo tiene por lo general
una indicacidén al nefeldémetro equivalente a un Standard
McFarland de 3, se aclard por completo y proporciona
una indicacién cero. Se ensaya entonces las vacunas
con respecto a su esterilidad, innocuidad, toxicidad,
pirogenicidad y potencia (ver Ejemplo VI).
Meningococo es el nombre comin para Neisse-

ria meningitidis de la familia Neisseriaceae. Para
egte ejemplo, se usa las gignientes cepas de menin-
£0c0c0o3

11027 (S. Branham)

Z1 (Liapeyssonnie)

M.29 (Lapeyssonnie)

 EJEMPLO III

Preparacidn de vacunas de Bestafilococo

Se produce las vacunas de egtafilococos
egencialmente en la manera descrita en los Ejemplos
I y II, pero se ha comprobado Que se requiere dife-
rentes concentraciones de glicina para lisis dptima

para las diferentes cepas, segin se indica a conti-
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Grupo Phage

nuacidn,

Cepa N2  Tipo Phage Glicina, % Cepas,% en vacuna

10.

5.

20.

25,

300

4 _humana
1 584763  (80/81) 3,5 30
I 596535  (34/38/3¢) 3,5 30
IIT 596510  T/4T/53/54/75+ 3,5 30 “
v 596297 42D 4y5 5
u? 6032 . KXS6 35 5

Se ha comprobado que las vacunas de estafi-
lococos mantienen su potencia después de tratemiento
en autoclave a 120 2C y una presién de 1,41 kg/bm?A;'
durante 15 min, ' :

EJEMPLO IV

Preparacidn de vacuna contra la mastitis

Esta vacuna, Que es una combinacidn de or-
ganismos de estafilococos y estreptococos, difiere,
en su técnica de fabricacidn, por el hecho de que ha-
ce crecer los organismos sobre un medio sdlido en vez
de un fliido. Se hace crecer primeramente las cepas
de slembra sobre placas inelinadas de égar nutritivo
al 2% qurante 18 hr a 37 2C durante aproximadamente
20 hr y se gepara el crecimiento por lavado ya sea
con agua destilada estéril o con golucidn salina al
0,5%. La lisis requiere mds tiempo s1 se usa solucidn
salina. Los organismos cosechados tienen una concen—
tracién de aproximadamente 3 X 1010 organismos /ml, y
proporcionan una indicacidn de 10 sobre un nefeldme-
tro MeFarland. Se comprenderd Que es posible hacer

crecer las célules en un caldo nutritivo en vez de
sobre dgar nutritivo sélido, en cuyo camso la concen-
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tracidn de células podrd ser del orden comprendido |
aproximademente entre 1 X 108 y1X 109 /. Laslééé
lulas quedan lisadas substancialmente por oomple%g.
entre 7 y 10 dias después del agregado de Mertioleto
a una concentracidn final de 1:10.000. La concentra-
cidn Sptima de glicina para la activacién de la lieis
var{a de acuerdo con el organismo. De acuerdo con la
experiencia, las concentraciones més apropiadas de
glicina para el crecimiento de diversas cepas sobre
dgar nutritivo son las siguientes:

% de las cepas en vacy
ne _contra la mastitig

Egtafilococo, cepa 584763 - 3,0

% de glicina 15
" " 596535 - 3,0
. % de glicina 10
1} ] 596510 - 3,0

% de glicina 15
n I 6032 = 3,0

% de glicina 20
" " 596297 - 3,0

% de glicina 10

u ' del perro =
1,5 % de gli

cina - 10

Egtreptococo A 36 (1118) = 1,5
b de glicina 10

" ¢ 1628) - 1,5
b de glieine 10

Por otra parte, sl se omite los organismos
estreptococo A 36 (1118) y C (1628), una combinacién

apropiada seria:
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% de las cepas en vacy
na_contra la mastitis

Betafilococo, cepa 584763 - 3,0
% de glicina 15

" " 596535 - 3,0
% de glicina 15

n " 596510 - 3,0°
% de glicina - 25

] n 6032 - 3 5
. % de gliciﬁa 30

! " 506207 = 3,5
% de glicina 10

" W gel perro = 1,5
% de glicina 5

EJEMPLO V

Preparacidn de vacuna de estreptococo

Cepas humenas utilizadag: Tipo A 36 1118

‘Tipo A 19 616

Tipo 4 12 602

Se siembra el contenido de ampollas liofili-

zadas en frascos de caldo de infusidn de corazén y se

hace crecer a 37 2C durante la noche. Se agrega 10 ml

del cultivo de siembra a cada lote de 5C0 ml de medios
de Frantz que contiense 2,0 % de glicina y se incuba
a 37 2C sobre sacudidores durante 20 hr. Se realiza
recuentos de bacterias de lds organismos vivos y ge
agrega suficiente cantidad de ung solucidn en exis~
tencia 1:100 de Mertiolato para obtener una concen-
tracidn final de 1:10,000. Se mantiene entonces los
frascos a la temperatura ambiente hasta Que se com-

pletd la lisis. Estos requieren T a 10 dfas. Se lleva

a cabo ensayos de la esterilidad, toxicidad, seguri-

dad y potencia de las bacterias, después de haber si-

do completamente lisados los organismos,
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EJEMPLO VI
Regultados 3 ;5
Las giguientes Tablas I y II son ejemp}ﬁé.

de los resultados obtenidos en ensayos llevados a .
cabo con conejos, mediante vacuna contra la mastiéis
preparada a partir tanto déorganismos eagtafilococos
como estreptococos. Se usa cuatro conejos para un 80—
1o lote. A cada conejo se le administra 1 ml de vacuns
por via intramuscular y 0,2 ml por via intradermal en
cada uno de cinco puntos en el lomo del corgo. Dos se-
menas mis tarde, se infecta dos de los animales de en-
sayo por via intradermal con una dosis de 0,1 ml de 15
diferentes cepas de esgtafilococos, y se infecta los
dos restantes por via intradermal con una dosis de 0,1
ml de 15 cepas diferentes de estreptococos. Se inyecta
en cuatro conejos testigo (no vacunados) la misma do-~
gis de las mismas cepas, en el mismo momento y en la
nisma manera que los animales vacunados. En dos se
inyecta los estafilococos y en los otros dos los ea-
treptococos. Se observa los conejos durante 2 a 4 diss.
Al término de este tiempo, los conejos testigo tienen
una congiderable drea nacrdtica en cada lugar de in-
yeceidn, mientras que los lugares de inyeccidn en los
conejos inmunizados estdn claras o por lo menos rela—
tivamente claras. En las siguientes tablas se indica
los resultedos de las dimensiones de las zonas obte-
nidas en un experimento prdctico. Se indica las di-
mensiones en milimetros, y una "X" indica la presen-

cia de formacidén de pus y Necrosis.




TABLA I

Conejos vacunados con vacuna Shumana) de estafiloctcos

g_infectados con 15 cepas de estafilococos, en dilucidn
1:75, en ampollas liofilizadas a razdn de 0,1 ml ‘pér pun-

t0.
Estafilococos P.S.A., - Vacuna lo-
Conejos tegticos te - secada
Conejo W& 4 Conejo N2 3 onejo onejo N&
egtafilococos estafilococos estafilococos egtafilococos
20x 10 20x 25x 15x 20x ¢ 0 O 0 0 o
15x 15x 25% 20x 20x 25x c 5 © 0 0 5
15x 10 25% 15 10 25x ¢ 0 O 5 0 0
20x 20x 25x 15x 15 25x 5 0 5 5 5 5
25x 25x 20x 25x 25x 15x 10 10 O 5 5 0
TABLA IT

Conejos vacunados con vacuna contra la mastitis e in-

fectados por via intradermal con 15 cepas de estafilo~

cocoy o 15 cepasg de estreptococos

Conejos wvacunados con vacuna con
tra la mastitis N2 4-3G

Conejos test%gos
Y]

bgtatilococos Treprococos Estafilococos Estreptococos
10x 25x 20x 20 x 15 10 0O 0 10 20 0 5
25% 30x O 30 x 25x 20 10 10 5 0 10 5
5 50x 10 10 15 10 10 5 0 0 O
35x 20x 40z 10 20x 10x 10 O 5 0 0 o
40x 30x 30x 25 x 20x 15 5 5 5 0 0 0

Se observa ru No sepbaerva
bor rosado rubor

Infeccidn con estafilococos, 15 cepas, dilucién 1:75 0,1 ml por punto

Infeceidn con estreptococos, dilucidn 1:50 0,1 ml por punté
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Resulta evidente que se obtiene un alto era,
do de proteccién gl uear las vecunas de la presegtg
invencién. Se ha comprobado Que las vacunas sntizenas
somdticas producidas mediante el procedimiento de la
presente invencidn son en general mds potentes due
otrag correspondientes vacunas de bacterias enteras
convenciocnales, y producen menos reacciones secunda=
riag en log seres humanosg que las vacunas convencio=-

nales de bacterlas enteras.

El procedimlento de ensayo para meningoco-
cos consiste eﬂgnmunizar 60 ratones usando 20 ratones
para cada una de {res diluciones separadas segin se
indica en la Tabla III. Se mantiene 20 ratones como
tegtigos. Dos a tres gemanas mis tarde, se infecta
los animales con una cepa virulenta viviente de menin-—
gococos (Neisseria meningitidis) y se observa los ani-
males durante un periodo de una semana. En la Tabla
III se indica los resultados de un ensayo tipico.

La cepa de infeccidn para este experimento
es la cepa 21 del Canadian Dept. of Health and Welfare
Laboratory of Hygiene. Se usa un cultivo de 4 hr en
medio de Frantz sobre una mdquina sacudidora y se in-
cuba a 37 2C. Se suspende la dosis de infeccidn en
micosidad al 4 % y se administra intraperitonealmente

a razén de 1,0 ml por ratdn.

TABLA IIT
Sobre-
Muertes vivien

Dilucidn 24 br 48 hr 72 hr 144 hr tes

Vacunas de meningococos' No dai- 0/20 2/20 2/20 2/20 18/20
P.S.A, N¢ 1, lotes 2y luido . . .

3 reunidog




1-5 3/20 6/20 6/20 6/20 14/20
1-10 6/20 7/20 9/20 10/20 10/20 .

Vacunas de meningoco- No. di- 2/8 248 248 2A8 16/A8
cos PeS.A, N2 1, lo~ 1luido ~

tes 4 y 5 reunidos

Testigos

e

10,

15.

20.

1L-5 0/20 0/20 0/20 0/20 20/20
1-10 5/20 11/20 11/20 11/20 9/20

15/20 18/20 18/20 18/20 2/20

Los resultados de la Tabla III demestran
que esta vacuna antigena sondtica proporeiona buena
proteccibn a los ratones.

RJEMPLO VII

Se hace crecer cepas de Ischerichia coli
(E. coli) sobre un medio de Frantz modificado, en la
manera degerita en los Ejemplos I y II, Se agrega al
medio suficiente glicina para obtener una concentra-
cibén de 1,5 % p/v. La incubacidn tiene lugar a 372C
durante 18 a 24 hr sobre una mdquina sacudidora. Se
agrega entonces Mertiolato para obtener una concen-
tracidn final de 1:10,000. Se reincuba los cultivos
sobre el sacudidor durante 18 a 24 hr. Se lleva a
cabo ensayos de viabilidad en este punto, para ase-
gurar que todas las bacterias Quedan inactivadas.
Mientras todavia se encuentra sobre la mdquina sacu-
didora, se agrega a los frascos, ya sea en una o0 dos
etapas, una enzima de proteasa derivada de Strepto-
myces griseus. Se agrege un total de 10 pg de la en-
zima, oon sacudimiento durante 24 hr entre las adi-
ciones. Se continua el gacudimiento durante 1 a 3
dfas hasta que queda substancialmente completa la

lisis. Se obtiene una vacuna relativamente clare que
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se ha comprobado due es eficaz para proteger ratones
contra la infeccidn con cepas de Ee. coli. homéldézsf
a la cepa de la vacuna., En lg Tabla IV se muestré-ﬁn
ejemplo de un ensayo tipico. Se puede agregar esia
5 vacuna en peduefiag proporciones a vacuna contra la
mastitis, puesto que el E, coli puede ser responsa-
ble para algunos casos de mastitis bovina. También
puede encontrar uso en seres humanos para prevenir

lg diarrea infantil causada por E. coli.

10, TABLA IV
Resultados
Cepa Escherichia coli Resultados de la infeccién
Cepa N2 Vacuna Infeccidn Cantidad de Sobrevivien~
ratones A teg
15, A 634760 0=26 0-26 10 9
Tegtigo - ) 0-26 10 0
B 634760 0-26 0~26 9 K
Tegtigo - 0-26 10 0
EJEMPLO VIII
20, Preparacién de vacuna contra la morrifia negra

Siembra

Se hace crecer cinco cepas de Clostridium

chauvoel, por ejemplo, "WHW", "F", Deal, Oklahome y

Posper, sobre caldo de tioglicolato de higado a 37
25, ¢C durante 24 hr. Se usa entonces estosailtivos de -
giembra para inocular el medio de produccidén a razén

de 1,0 ml por cada 100 ml de medio. La composicidn

del medio de produccidn es la siguiente:
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Ingrediente % /v

Triptona 4,0

Cloruro de sodio 0,5

Extracto de levadura 0,5 (Amber X)

I~Cigtelina 0,05 _

Glicina 0,25 = 0,75(varia de
acuerdo con
la cepa)

Dextrosa 0,5 (agregada aséptica-

mente a paytir;dg
una soluecion esté-
ril al 50% en exig

tencia)

Se ajusta el pH a 7,8 mediante NaOH 5N antes
de tratar en asutoclave a 121 eC durante 15 min para su.
esterilizacidn.

Referencia: J. Comp. Path. 67, 157 (1957).

Produccidn

Se hace crecer los cultivos de produccidn
a 37 2C durante 24 hr y se los activa entonces con
formelina al 0,5 %. Se agrega entonces Pronasa a ra-
zén de 5,0 pg/ml a partir de una solucién en existen
cia Que contiene 0,25 mg/ml. Después de la adicidn de
la enzima, se ajusta el pH a 8,0 mediante NaOH 5N. Se
activa a 45 2C durante 1 hr en un bafio de agua y se
deja reposar enbtonces a la temperatura ambiente du-
rante 7 a lohias, observando diaxriamente con respecto
a cambios del pH y ajustando si fuera necesario, y
observéndose el progreso de la lisis. Cuando la lisis
esté completa, se ensaya el lisado con respecto a su

esterilidad, seguridad y potencia en la manera usual,

Ensayo de la potencia

%—
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, Por via intramuscular se vacuna cinco coba-
yos con 1,0 ml de vacuna de Costridium chauvoel pre-
parada a partir de células enteras lisadas segﬁn:ﬁe,
describid més arriva. Diez dias después, se adminis-
tra por la misma via una inyeccidn de refuerzo de 1,0
mle Diez dfas despubs de la inyeccidn de refuerzo, se
infecta por via intramuscular dichos cinco cobayos,
juntamente con otros cinco cobayos testigo no vacuna=
dos, mediante 0,5 ml de una suspensidn normalizada de
esporos de Cogtridium chauvoel due contiene 10 M.L.D.
en 0,5 ml de suspensidn. Sobreviven cuatro (80 %) de
los cinco cobayos vacunados. En camblo mueren la to=-
talidad de los clnco cobayos no vacunados.

EJEMPLO IX

lisis con otros aminodcidos
Aunque la glicina constituye un aminodeido

preferido, otros aminodcidos pueden activar la lisis
de células hacterianas en una menera similar, de mo-
do de producir vacuna dtiles. Se demuestra esto en la
Tabla V.

TABLA V

Egtafiloco- ZEgtaf]

co, Cepa N2

lococo, Idi-

Aminodcido  Comcentracidn,i 584763 Cepa --gis
e 596297 _
L—~Argentina 1,0 7% 207  8,5x 1071
D,L-Aspdrtico 2,5 1x107  3x107 &
L-Histidina 1,5 1x107  8x100 +
D,L-Valina 3,0 5x10 8X10 4
L=prolina 30 2 x 107 6 x 107 +
Glicina(testigo) 3,5 2 %100 12x 107 4
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Otras cepas de bacterias que han sido wti-~
lizadas en la preparacidn de vacunas Gtiles son Los-

glguientes:

Egtafllococo 1645, 591714, 598022, 597497,
595354, 598074, 6003.

Egtreptococo  1510T35, 58911, 601T11, 610122,
599T9. ' e
Meningococo D2 (Lapeyssonnie), MLll, .
N1 ELapeyssonnie;, 962 zBran-
.non)
M 132 (Lapeyssonnie).

Bacterias de especial interéds son las de
lag familias: Micrococcaceae, Lactobacteriaceas, Pa~
cillaceae y Enterobacteriaceas,

En dichas familias se encuentran los géne-
ros Neisseria, Staphylococcus, Streptococcus, Esche-
richia y Clostridium. ,

NOTA

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento asi{ como la manera de realizarlo en la prdc-
tica, debe hacerse constar que las disposiciones an—
teriormente indicadas son susceptibles de modifica-
ciones de detalle en cuanto no alteren su principio
fundamental. También se hace constar que el invento
ge refiere a dog solicitudes de patentes presentadas
en Nortesmérica con fechas 14 de septiembre de 1964,
ne 396,373y 21 de diciembre de 1964, n2 420,130, aco-
giéndose, por lo tanto, & los beneficios que conceden
los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que
constituye la esencia del referido invento y por lo
que se solicita Patente de Invencidn por 20 afios en
Espafias "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UNA VA



5e

10.

15

20.

25,

30,

CUNA ANTIGENA SOMATICA"; caracterizdndose por lo si-

gulente: o

18, Procedimiento para la produccién,&é}
una vacuna antigena somética, a partir de bacterids
inactivadas lisadas, caracterizado porque compranée_
la etapa de hacer crecer la bhacteria en un medio de
cultivo que contiene uno o mds de los aminodcidos
utilizados en o asociados con la sintesis de estruc-
turas de células mediante dichas bacterias en una
cantidad suficiente para dar por resultado la forma-
cién de bacterias mds susceptibles a la lisis.

28,~ Procedimiento para la produccién de
una vacuna antigena somdtica a partir de bacterias
inactivadaes lisadas elegidas de lag familias Micro-
coccaceas, Lactobacteriaceas, Bacillaccae, Entero—
bacteriaceae y Neisgeriaceas, caracterizado pordue
comprende la etapa de hacer crecer las bacterias en
un medio de cultivo que contiene uno o més de los
aminodcidos utilizados en o asocimdos con la sinte-
sis de estructuras de células medisnte dichas bacte=-
rias en une cantidad suficiente para dar por resul-
tado la formacidn de bacterias mds susceptibles a

la ligis.

38 .~ Procedimiento para la produceidn de
una vacuna antigena somdtica a partir de bacterias
inactivadas lisadas, caracterizado pordue comprende
la etapa de hacer crecer las bacterias en un medio
de cultivo que contiene uno o més de los aminodcidos
utilizados en o asociados con la sintesis de estruc-~

turas de células mediante dichas bacterias en una
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cantidad suficiente para dar por resultado la forma-
cibn de bacterias mds susceptibles a la lisis, pero
insuficiente para inhibir seriamente el régimen de
crecimiento de las bacterias.,

' 48,- Procedimlento para la produccidn de
vacuna antigena somdtice, Que comprende las etapes:
de elegir una o mds cepas de bacterias, eultivar'las
bacteriés gsobre un medio de cultivo apropiado que
contienen uno o més de los aminodcidos utilizados er.
0 asociados con la sintesis de estructuras de célu-
las mediante dichas bacterias en uma cantidad sufi-
ciente para dar por resultado la formacidn ds bacte-
rias mds susceptibles a la lisis, cosechar el creci-
miento resultante, inactivar las bacterias y luego
lisar las bacterias.

8, Procedimiento para la produccidn de
vacuna antigena somdtica a partir de bacterias inac-
tivadas lisadas de cepas elegidas del grupo que con—
siste en Escherichia, Staphylococcus, Streptococcus,
Neisgseria y Clogtridium y combinaciones aceptables
de las mismasg, caracterizado pordue comprende la
etapa de hacer crecer dicha bacteria en un medio de
cultivo que contiene uno o mds aminodcidos utilizados
en o asociados con la sintesis de estructuras de cé-
lulas mediante dichas bacterias en una cantidad sufi
ciente para dar por resultado la formacidn de bacte-
rias més susceptibles a la lisis.

62.~ Procedimiento para la produccidn de
vacuna antigena somética, caracterizado porque com-

Prende hacer crecer bacterias inactivadas lisadas
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elegldas entre los estreptococos cepas 4 36(1118),
c(1628), A 19 (616), 4 12 (602) y combinaciones dcep-
tables de las mismss, en un medlo de cultivo que con-
tiene uno o mds de los aminodcidos utilizados en 1la
sintesis de estructuras de células mediante dichas
bacterias en una cantidad suficiente para dar por
resultado la formacidn de bacterias mds susceptibles
a la ligis,

78.~ Procedimiento para la produccién de
vacuna antigena somdtica, caracterizado porque com=—
Prende hacer crecer bacterias inactivadas lisadas,
elegidas entre Nelsseria, (Meningococcus) cepas = MLC27
(8. Branham) %1 (Lapeys=-sonnie) M129 (Lapeyssonnie);
(Escherichia coll) cepas - 4634760, B634760 y combi-
naciones aceptables de las mismas, en un medio de
cultivo que contlene uno o mds de los aminodcidos
utilizados en la sintesis de estructuras de células
mediante dichas bacterias en una cantidad suficilente
para dar por resultado la formacidn de bacterias més

susceptibles a la lisis.

88 .~ Procedimiento para la produccidn de
vacuna antigena somdtica, carmcterizado porque com~
Prende hacer crecer bacterias inactivadas lisades
elegidas entre Clogtridium chauvoel cepag - "WHYY,
"F, Deal, Oklahoma y Tosper y combinaclones acep=-
tables de las mismas, en un medio de cultivo que
contiene uno o mds de los aminodcidos utilizados en
la sintesis de estructuras de células mediante dichas

bacterias en una cantidad suficlente para dar por

resultado la formacidn de bacterias mds susceptibles
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a la ligis.

98.~ Procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 12, en que se hace crecer dichas bacte-
rias en un medio de cultivo due conblene aproximada

mente entre 0,1 y 5,0% por peso de dichos aminodci-

dos.

108.~ Procedimiento de acuerdo con la rei
vindicacidn 42, en que se elige los aminodcidos del
grupo que consiste en glisina, L-prolina, D,L-valina,
L-histidina, D,L-aspértico y L-argenina, y estén prg
sentes en una concentracidn comprendida entre 1 y 5%
POT DPESO.

118.- Procedimiento de acuerdo con las
reivindicaciones 12,32 § 48, en que el medio de cul-
tivo es un medio de Frantz modificado.

128,~ Procedimiento de acuerdo con cual-
quiera delas reivindicaciones 12, 28 § 32, en que se
acelera la lisis de dichas bacterias por tratamiento
de las mismas con una enzima 1litica, después de inag
tivarlas con un bactericida apropiado.

138.~ Procedimiento para la produceidn de
vacuna ant{gena somdtica a partir de bacterias inag
tivadas lisgadas de cepas elegidas del grupo Que con
sigte en Escherichia, Staphylococcus, Neisseria y.
Clostridium y combinaciones aceptables de las mig-
mas, caracterizad@porqae comprende la etapa de hacer
crecer dichas bacterias en un medio de cultivo que
contienen aproximadamente entre 0,1 y 5,0% por peso
de uno o més de los aminodeidos utilizados en la sin

tesis de estructuras celulares mediante dichas bac-
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148,~ Procedimiento para la produccién de
vacuna antigena somdtica, la mejora gue compren&é:{
hacer crecer bacterias inactivadas lisadas elegidas
de los estafilococos cepas 584.763, 596.535, 596.510,
5969297, 6032 y combinaciones aceptables de lag mis-
nas, en un medio de cultivo que contiene uno o mﬁs
aminodcidos utilizados en la sintesis de estructu~
rag de células mediante dichas bacterias en upa can-
tidad suficiente para dar por resultado la formacidn
de bacterias mds susceptibles a la lisis.

158.-~ Procedimiento para la produccidn de
vacuna antigena somdtica contra la mastitis, a partir
de bacterias inactivadas lisadas elegidas del grupo
que congiste en estafilococos, estreptococos y E. co-
1i, caracterizado porque comprende la etapa de hacer

erecer dichas bacterias en un medio de cultivo que

contiene aproximadamente entre 1 y 5% por peso de

[N
glicina. :
168, "Procséimiento pafla 1la produceidn de
una vacuna anti{ghna somdtica; y como Queda sus-

‘taneialmente descerito en la pregénte memoria.

Maaria,1 4 SEP 6§
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