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MEMORIA DESCRIPIIVA

que se presenta para unir g la solicitud
de
PATEZNTE DE INVENCION

formulada el 7 de Abril de 1966, con el nimero 325,308

en

ESPANA
por VEINTE afios

a nombre de N.V, PHILIPS!GLOEILAMPENFABRIEKEN, entidad
holandesa, esteblecida en Emmasingel 29, Eindhoven, Ho-
landa, por:
"METODO DE PRODUCCION DE UNA VACUNA LIQUIDA DE BACTERIAS
BRUCELLA ABORTUS Y SUS ETAPAS DE DESARROLLO",

P o y———— P e A g i ot e

Ya es conocido desde hace muchos afios que los
hombres, vacas, ovejas, cabras y cerdos son sensibles g
infecciones con bacterias del grupo Brucella, La bactew~
ria Brucella sbortus se ha vuelto notablemente conocida
como causante del aborto de las vacas. Tsta forma de bru-
celosis no solamente produce la pérdida del fruto sino que
tombién puede dar lugar directemente e enfermedades y une
produccidn reducida del enimal madre. Las infecciones con
Brucella melitensis se producen en las ovejas y cabras

y producen igualmente enfermedades peligrosas,
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Lag pruebas realizadas para combatir eficazmente
las infecciones de Brucella abortus han cubierto un vasto
campo. As{ se ha obtenido éxito en el cultivo de la bacte-
ria sobre un medio de cultivo artificial, tanto sobre nn
medio de cultivo sdlido como liguido, 1o que hace fundsmen-
talmente posible la produccidén de vacunas, También se ha
egstudiado que cepas de bacterias pueden producir en la pric-
tica le inmunidad més eficaz, sin efectos adicionales in-
deseables,

De las varias cepas del grupo Brucella abortus se
han producido vacunas, entre otras, de la as{ llamada cepa
19, Esta cepa es avirulenta y se ha encontrado que produce
una inmunidad satisfactoria cuando es administrada viva.
Sin embargo, esta vacuna tiene la desventaja de que los
animales vacunados con ella adquieren titulos de agluti-
nacidn positiva que a menudo persisten. Tal animal poste-
riormente ya no puede ser distinguido seroldgicemente de
un animel que ha sufrido una infeccidn natural. Otra cepa
de Brucella abortus sin las desventajas mencionadas es
la cepa rugosa 45/20 elegida por Mc Ewen (Vet, Rec, 50,
1097, 1938). Esta cepa cuando es administrada a un ser vi-
vo, produce una inmunidad satisfactoria contra las infec-~
ciones por Brucella abortus y, ademds no existe sustancial-
mente actividad aglutindgena. Dado que esta cepa después
de un pasaje en serie a través de animales puede readquie-
rir une forma virulenta, el uso de esta cepa es posible so=
lamente en vacunas muertas,

Algunos investigadores han prestado atencibn a
la forma més eficaz de formulacidn de las vacunas de Bru-

cella muertas, In varias publicaciones se ha mostrado que
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el uso de una vacuna de Brucells abortus muerta en forma

adyuvante produce une inmunided més elevada que la de una
vacuna similar en un medio exclusivamente acuoso (Live, J.
Am. Vet. Res. 10, 34 (1949), Watkin y Dzenes, Gan, J. Of
Comp, Med. and Vet. Se. 16, 78, 1952 a). En las pruebss
antes mencionadas el adyuvante consistia en un aceite mine~
ral al que se habia agregado un agente emulsificador. Los
agentes emulsificadores usados fueron Arlacel A, Arlacel

B y Falba.

Mc Ewen ha producido también con la cepa 45/20
rugosa una vacuna muerte adyuvante cuyo adyuvante consig=
tia en 4 partes de parafina 1{quida B.P. y 1 parte de Fel-
ba. (Vet. Rec. 67, 546 (1955). En animales de prueba se ob-
tuvo wna inmunidad més setisfectoria con la misme sin la
interferencia de que ocurriesen titulos de aglutinacidn,

Mc Diexmid (Vet. Rece 69, 1067, (1957). Veb. Rec. 72, 917
1960, Ann, L¢ Institut Pasteur 102, 792-799, 1962) ha con-
tinuado las pruebas de Mc Ewen en animales de prueba peque-
flos y vacas siendo confirmados durante estas pruebas los
resultados de Mc Ewen.

Sin embargo se ha encontrado, ademis, que con di-
cha vacuna se produce una hinchazdn local molesta, tanto
después de la inyeccidn intramuscular como de la subcuté-
nea. bsta desventaja no es despreciable dado que el valor
de las vacas disminuye si se producen en sus tejidos varia-
ciones locales debidas a las inyecciones.

La solicitante ha desarrollade un método para la
produccidn de una vacuna adyuvante de cepa Brucella abore
tus muerta y para la administracidn de tal vacuna, con la
que puede lograrse uns inmunidad comparativamente elevada

. . . I'g
en vacas, sin gque el valor del ganado sea disminuido con
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ello,

De las pruebas realizadas por la solicitante se
ha encontrado que el cultivo en un medio l1iquido produce un
rendimiento de bacterias Brucella abortus que es considera-
blemente mayor que el del cultivo en un medio sdlido, Ia
golicitante ha encontrado también que uwna vacuna obtenida del
cultivo de tales bacterias en un medio de cultive 1iquido
produce una inmunidad mayor que la de una vacuna del misno
nlmero de dichas bacterias gque fueron cultivadas en un medio
de cultivo sdélido. Estos resultados se han obtenido espe-
cialmente con la bacteria rugosa Brucella abortus 45/20 de
Me Ewen o sus etapas de desarrollo, Asi en une forms prefe-
rida de la invencidn se utilizan estas bacterias o sus eta-
pas de desarrollo.

Ia solicitante ha encontrado también que los resul-
tados obtenidos con una vacuna adyuvante cuyo agente emulsi-
ficador consiste en un agente emulsificador de agua en aceite
que tiene un nimero H.I.B. de 1 a 8 ¥y un agente emulsifica~
dor de aceite en agua que tiene un nimero H.L.B. de 13 a 18
en que la cantidad de agente emulsificador de aceite en agua
es de 10 a 2% en volumen del agente emulsificador de agua
en aceite son mAs satisfactorios que los obtenidos con una
vacuna adyuvante correspondiente en la que solamente estd
presente el agente emulsifiicador de agua en aceite. La pri-
mera vacuna mencionada tiene una estabilidad mayor que la del
otro tipo de vacuna adyuvante y especialmente tiene una vis-
cosidad considerablemente menor a una temperatura baja.

Estas ventajas se obbtienen especialmente si el
agente emulsificador de agua en aceite consiste en ésteres

mono, di o trioleato de manie, sorbitano, manitano o mezw
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clas de los mismos, preferiblemente del monoleato de manita,
¥y el agente emulsificador de aceite en agua consiste en de-
rivedos polioxietileno de &steres de un polialcohol y un
deido graso con 12 & 20 4dtomos ds carbono, preferiblemente
el derivado polioxietileno de aceite de ricino que contie-
ne un promedio 35 a 45 grupos de oxietileno por molécula de
aceite de ricino. Debido a esta Gltima propiedad, la pri=-
mer vacuna mencionada puede ser inyectada més ficilmente que
el otro tipo, obteniéndose una actividad antigena muy pro-
longada y une inmunidad elevada como resultado de la grsn
estabilidad de la emulsidn. La solicitante ha encontrado tam-
bién que con la inyeceidn intramuscular de la vacuna adjyu-
vante se evitan sustancialmente les hinchazones en el drea
de inyeccibn, 10 que no ocurre si la vacuna es subcubdnea-
mente inyectada. La inyeccidn se efectia preferiblemente en
los misculos del cuello justamente fremte al oméplato. En
esta drea la inyeccidn para el ganado es casi indolora sien-
do pequefla cualquier hinchezdén que pudiera producirse en el
drea en que la carne tieme solo poco valor, Ademés, los mis~
culos justamente frente al ombéplato son poco contrictiles de
modo que la vacuna permanece en ese lugar de manera adecus-
da y no puede producirse hinchazdn fuera del &rea de inyec-
cidn, La vacunacién se repite una o varias veces para obtener
una inmunidad dptima. Preferiblemente se realizan dos vacu-
naciones con un intervalo de 8 a 12 semanas.

Cuando se procede de esta manera se obtiene una
inmunidad que, tomando en cuenta cualesquier diferencias de
animal a animal, es tan buena como le que puede obtenerse
con una inyeccidén de una vacuna viva de la cepa 8 19, con

la veutaja de que no se producen titulos de aglutinacidn o,

0-!5-



10

15

20

25

30

SR A

FYOFTORTOMN g ¢
&;} i"‘.\‘\ £ & % %‘ 3 ‘sz by
S EVR N s B

excepcionalmente, solo se producen titulos bajos tempora-
rios de aglutinacidn,

Una ventaja adicional de la invencidn, resultante
del elevado rendimiento de bacterias por mililitro de liqui-
do de cultivo y del alto valor inmunizente de las nismas,
es que es posible inyectar a los animales, cada vez, una pe-
quefla cantidad de vacuna adyuvante (a saber 2 mil{litros) que
contiene un gran nimero de bacterias (muertas), sea 400 % 109
por milflitro de 1iquido de vacuna. En la practica también
puede ser suficiente una dosis menor, & saber 200 x lO9 bac~-
terias por inyeccidn. En general se inyectarén entre 50 y
500 x 10° bacterias por inyeceidn en cada animal,

A una ampolla que contenia gérmenes vivos de cepa
45/20 de Brucella abortus secada por congelacidn (nlmero totd
de gérmenes 50 x 10°). se agregaron 2 mili{litros de solucidn
fisioldgica triptosada. Imego 0,05 mililitros de la suspensidn
antes mencionade fueron agregados amda uno de veinte tubos
llenos con agar triptosa., Los tubos fueron almacenados al
aire durante 2 x 24 horas, con agitacidn, a 37°C, Luego se
agregd a cada tubo 2 mil{litros de un medio liquido, 1 litro
del cual tenfa la siguiente composicién: 1000 ml de agua co-
rriente, 30 mg de peptona de proteosa "Difco", 30 gr de glu-
cosa (calidad farmecéutica), 10 gr de complejo de vitamina B
en forma de extracto de levadura, 2,004 gr de fosfato de sow
dio secundario (NayH P04;2H20);

Frascos de agitacidn, cada uno de los cuales contew
nia 200 ml del medio 1iquido mencionado en el pdrrafo prece=

dente, fueron inoculados con la ayuda de los cultivos asi

obtenidos. Los frascos fueron aireados a 372C durante 2 x 24
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horas., Los contenidos de cada frasco fueron luego dividi-
&

dos en diez partes iguales y cada porcidn fué agregada 8 un
fresco de agitacidn gque contenfa 200 ml del medio 1iquido
precedentemente mencionado,

Cada frasco fué aireado a 3792C durente 3 X 24 ho-
ras. Se contd el nimero de gérmenes (muertos y vivos) por ml
gl final del tercer dia; Sste era en promedio 150 x 10°. In
otras palebras, el factor de aumento fué de 6 (la concentra~
0idn inicial de gérmenes era 25 x 10° gérmenes por ml). E1
nimero de gérmenes vivos por ml en los cultivos era aproxie
mademente 75 x 109. Susecuentemente las bacteries fueron muer-
tas calentendo los cultivos a 602C durante 2 horas. El 1{qui—
do fué centrifugado, el 1fquido claro fué eliminado y el
centrifugado suspendido en agua a la que se habia agregado
mertiolato en una relacidn de 1 : 10,000. Ia concentracidn
final de los gérmenes era de 400 x 10° ml.

55 ml de la suspensidn asi obtenida fueron homoge-
neizados con agitacidn a fondo y bajo condiciones estériles,
en una mezcla estéril compuesta de 40 cm3 de aceite para va-
cuna (marca Bayol F), viscosidad 9 c.p. a 37,72C, rango de
ebullicién 3149C a 3579C; 4,7 cmd de monooleato de manita y
0,3 cn’ de aceite de ricinowpolioxietilado, que contenia
aproximademente 40 mols de Oxido de etileno por moléeula de
aceite de ricino. La vacuna asi preparada fué slmacenada a
402C durante 4 meses y después de este perfodo fué aln com-
pletamente estable y no mostrabe separacidn de aceite. Cuando
se fabricéd una segunda vacuna adyuvante exactamente bajo las
mismas condiciones y con el uso de constituyente similares,
pero omitiendo el 4ceite de ricino polioxietilado, la misma

mogtraba una separacidn de aceite de 65%, calculado sobre le
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cantided inicial de aceite mineral, después de un almacena-
miento de 4 meses bajo condiciones similares, mientras que
la pulverizabilided ds la Ultima vacune mencionada era cla-
ramente inferior a una temperatura baja (de 5 a 102C).

Se vacunaron vacas en sus misculos del cuello, juse
temente frente al ombplato, con la vacuna adyuvante asi pro-
ducida. Cada animal fué inyectado con 2 ml que contenian
aproximadamente 400 x 10° bacterias o gérienes. De los 7 ani-
males as{ vacunados solamente uno mostrd une reaccidn mientras

que los otros animales no mostraron hinchazdén o mostraron
solamente una pequefia hinchazén difusa. La primera vacuna-
cidn fué seguida después de diez semanas por una segunde in-
yeccidn con la misme vacuna, igualmente con 2 ml por animal,

En otra prueba, la vacuna adyuvante fué producida
de un liguido de vacuna obtenido de un cultivo de bacteria
de cepa rugose 45/20 de Brucella abortus sobre un medio de
cultivo sdlido. El rendimiento de gérmenes en el medio de cule
tivo sdlido fué inferior al obtenido en el medio de cultivo
1:'.quidoo Al preparar el liquido de vacuna se asegurd que se
obtuviera también una concentracién de 400 x 10° gérmenes
por ml., Bl liguido de vacuna fué trabejado para obtener una
vacuna adyuvante exactamente de la misma manera que en la
produccidn de una vacuna adyuvante de un liquido de vacuna
proveniente del medio de cultivo liquido, de modo que final-
mente se obtuvieron dos vacunas adyuventes que tenfan el mis-
mo nimero de gérmenes por ml y que diferlan solamente en
la manera en que se habian cultivado los gérmenes.

Un grupo de T vacas fueron inyectadas tanbién in-
tremuscularmente en sus cuellos, frente a sus oméplatos, con
el segundo tipo de vacuna adyuvante., Las dosis fueron rela-

tivamente las mismas eh uno y otro grupo,
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Para determinar la efectividad de las inyeccio~
nes se determindé la concentracidn de anticuerpos protectoe
res 6 y 12 semanas después de la segunda inyecciln mediante
medicidn de los titulos Coombs en el suero. En cada caso se
encontrd que la vacuna adyuvante obtenida de las bacterias
cultivadas en medio liquido daba un titulo Coombs mds alto
que el de la vacuna adyuvante obtenida de las bacterias cul-

tivadas sobre un medio sd0lido,

N O T A

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de la presente solicitud de Pa—
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si-
guientess

l.~ Método de produceidn de unma vacuna 1iquida de
bacterias Brucella abortus y sus etapas de desarrollo, CARAC
TERIZADO porque gérmenes de bacterias Brucella abortus son
cultivados sobre un medio de cultivo liquido, y porque un
1iguido para vacunar es obtenido de las bacterias as{ cul-
tivedas de una manera en lo demds conocida.

2, Método de acuerdo con la reivindicacién 1 CARAC_
TERIZADO porque los gérmenes son cultivados con aireacidn.

3.~ Método de acuerdo con la reivindicacidn 1, CA-
RACTERIZADO porque se usan gérmenes de la cepa rugosa 45/20

de Mc Ewen de Brucella abortus,

-9 -



10

4.- Iiétodo de acuerdo con la reivindicacidn 1 JSh-
RASTIRIZADO porgue después que ha transcurrico el merlodo de
cultive, las booterias y sus etapas de desarrollo son muer-
tas mediante calentamiento moderado por encima de la teupera-
tura de cultivo.

5.~ liétodo de acuerdo con la reivindicacién 1, CA-
RACTERIZADO porque la etapa de calenbamiento tiene lugar a
uhe temperaturs comprendida entre 502C y 752C.

6.— Método de produccidn de una vacune liquida de
bacterias Brucella abortus y sus etapas de desarrollo.

Tal y como se ha descrito en la Kemoria gue ante=-
cede y para los fines que se han especificado,

a

La presente kemoria consta de

iez hojas escritas .

2.3 NV, 1okt

a ndquina por una sola cara.

Hedrid,
P.A.

18-XI-1966
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