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d e

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

formulada el 7 de Marzo de 1967, oon el na 337.684

e n

E S P A Ñ A  
por VEINTE años

a nombre de CHUGAI SBIYAED KABUSEIKI KAISHA y KYOWA HAEXO 

KOGYO CO.,LTD. entidades japonesas, establecidas en S-3-1, 

Ultima, Rita-ku y 4, Ohtemachl-l-ohome, Chiyoda-ku, respec­

tivamente, ambas en Toliyo, Japán, por:

" METODO PARA TRATAR LAS CELULAS DE STEEPTOCOCCUS HEKOLYTI-

CUS "

La presente invención se refiere  al tratamiento de 

Streptooocous hemolyticus, y a la  preparad on que contiene 

dichos microorganismos, y más en p articu lar a una de ta le s  

preparaciones que es ú t i l  en la  inhibición de la  formaoián 

de tumores.

Ya se oonocra anteriormente que la s  cepas de Strepto- 

ooocus hemolyticus (también llamado "Streptooocous pyogenes") 

tienen aotividad contra lo s  tumores, pero ha sido muy peli-
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groso e l uso de t a l  microorganismo viviente oomo agente con­

tra  lo s tumores, debido a su carácter patógeno, que efectúa 

condiciones ta le s  que oausan e r is ip e la s . Para superar estos 

defectos, se ha propuesto el uso del microorganismo en fo r­

ma muerta, o un extracto exento de oelulas del mismo. Sin 

embargo, estas últimas preparaciones han resultado ser aún 

in sa tis fa c to r ia s .

La presente invención proporciona un nuevo método 

para tra ta r  l a s  ceLulas de Streptococous hemolyticus para 

suministrar una preparación que tiene actividad contra los 

tumores, y proporciona además tal* preparación oontra lo s 

tumores, que contiene la s  oelulas de Streptococous hemoly­

ticu s que no tienen caráoter patógeno ni acoión hemolítica, 

pero que tienen una actividad mucho más potente oontra lo s  

tumores.

Se ha hallado previamente que l a  actividad oontra 

lo s  tumores de la s  oelulas de Streptoooocus hemolyticus es­

tá  próxima e inversamente relacionada con la  oapaoidad de 

formación de e strep to lisin a  S, y que su actividad oontra lo s 

tumores aumenta s i  se cu ltiva el microorganismo en un medio 

que contiene ácido ribonucleico (llamado ARN en lo  sucesivo) 

o núcleo de ribonucleasa (llamada NEN en lo  suoesivo), y que 

se obtiene un refuerzo de la  aotividad contra lo s  tumores 

incubando la s  oelulas del microorganismo, obtenidas por 

cultivo, en un medio de suspensión que contiene penicilina 

a de 30 a 38SC. Sin embargo, el produoto resultante no es 

aún enteramente sa t is fac to r io  oomo agente oontra lo s  tumo­

re s . Por tanto, se ha investigado más el asunto, para obte­

ner una preparación más sa t is fa c to r ia , y se ha hallado que 

se pueden obtener oelulas del microorganismo, qus no tienen

. a .  337684
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virulencia ni actividad hemolítica, pero qu.e tienen una aO' 

tividad contra los tumores mucho más potente, por calenta­

miento sucesivo de la s  células a 38-50^0.

El método de tratamiento de la  presente invenci on 

comprende, en téxminos generales, añadir penicilina a mía 

suspensión de células de Streptooooous hemolyticus, en un 

medio de suspensión, para hacer que la  concentración sea 

mayor de 25.000 unidades de penicilina/ml de suspensión; 

incubar la  mezcla a 30-38RC; y luego calentar más la  mez­

cla, a 38-50BC. La magnitud preferib le del primer tiempo 

de incubaoión es de 10-30 min, y la  del ultimo es de 20-60

en el método de l a  presente invención, es preferib le usar 

microorganismos Streptococcus hemolyticus ATOO 21059 y 

21060 que están cultivados en un medio sin glucosa adicio­

nal. Como ejemplo, se puede usar el caldo (caldo de cultivo) 

de infusión de carne, y preferiblemente el caldo que contie­

ne ARE! o KEir (aproximadamente 0 ,5-l,J en peso/volumen). En 

vez de caldo de infusión de carne se pueden usar para el 

cultivo otros medios naturales o sem isintéticos, pero no se 

puede añadir glucosa a ta le s  medios, ya que la  presencia de 

glucosa reduce notablemente la  actividad oontra los tumores. 

El periodo de cultivo de lo s microorganismos es preferib le­

mente de 13 a 20 horas, pero puede ser ligeramente diferen­

te, según la  calidad del medio y la  cantidad de microorga­

nismo sembrado.

Después de ta l  cultivo, la s  célu las de microorganis­

mo a sí obtenidas (llamadas "cocos* en lo  sucesivo) se sepa­

ran, t a l  como por centrifugación, y lo s cocos sedimentados

Como células del microorganismo que se pueden usar

.3
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resaltan tes se suspenden en un medio de suspensión apropia­

do, táL como una solución salin a , preferiblemente en medio 

básico de Bernheimer (llamado HBB en lo sucesivo), que es 

la  solución (pH entre 6,8 y 7,0) preparada añadiendo malto­

sa, KHgPÔ  y MgS0^.7Eg0 a agua d estilada . También se puede 

usar como medio de suspensión solución salin a tamponada con 

fo sfa to . La penicilina se  puede añadir previamente, es de­

c ir , al anterior medio de suspensión, o se  puede añadir a 

la  suspensión de cocos en el medio de suspensión. La canti­

dad de pen icilin a más eficaz es mayor de 25.000 unidades/ 

mi, especialmente 27.000-60.000 unidades/ml.

La suspensión de cocos a s i  obtenida, que contiene 

penicilina, se incuba primero a SO-38CC, durante más de 10 

min, preferiblemente durante 10-30 min, y luego se calienta 

más a 38-5030 durante 20-60 min. Sobre todo, una primera in­

cubación a 37RC durante 20 min, y un calentamiento suoesivo 

a 4530 durante 30 min es lo  que da lo s mejores resultados.

Según ta l procedimiento, se puede aumentar la  a c t i­

vidad contra lo s  tumores de la s  cé lu la s de Streptocooous 

kemolyticus, independientemente de que lo s cocos sean viru­

lentos o no virulentos; y simultáneamente disminuye muoho 

l a  virulencia de lo s cooos, y se pierde totalmente la  capa­

cidad de formación de estrep to lisin a  S.

Para obtener la  preparación en forma adecuada para 

su administración, la  suspensión de cocos se haoe aseptioa 

después del oultivo, y la  suspensión aseptioa asá obtenida 

se diluye hasta la  concentración deseada.

Los siguientes ejemplos específicos, segán la  inven­

ción, son solo ilu stra tiv o s, y no se deben considerar como 

lim itación del ámbito de la invención.

337684
* Ó'/

** 4 **



5

lo

15

8o

25

3 0

A? ^

Ejemplo 1 .-  Concentración preferib le de penicilina en la  

suspensión de estreptococos.

La concentración preferible de penioilina ai la  sus­

pensión de estreptococos se determinó por el método siguien­

te (experiencias de lucha contra el cáncer, in v itro  e in 

v ivo ):

Unas células vivient es de Streptoooocus hemolyticus 

(Cepa Su) ATCC 21060, derivadas de 100 taL de un oultivo de 

caldo de 20 horas, fueron lavadas dos veoes en soluoión 

salin a f is io ló g ic a  (llamada en lo sucesivo "solución s a l i ­

na" simplemente), y suspendidas en 5 ral de IJBB. La suspen­

sión de cooos original a s í  obtenida fuó diluida mas, en to­

dos lo s  ejemplos, con MBB, para obtener suspensiones d ilu i­

das a 1:5 y 1:10.

A 0,5 ral de solución sa lin a  de penicilina G (2-52 x 

10^ unidades/ml) se añadieron 2,5 mi de la  suspensión de oo- 

cos con dilución de 1/10. El tubo que contenía la  mezcla re­

sultante se puso luego en un baño a 373C, durante 20 min.

Por otra parte, un fLuido de a sc ite s lechoso (30 mi), 

aspirado de ratones que tenían tumores de asc ite s de Ehrlich, 

de 8 días de edad, fue centrifugado a 1500 rpm durante 5 min. 

Las oélulas de carcinoma sedimentadas fueron lavadas una vez 

con solución sa lin a  enfriada a baja temperatura, y una vez 

con I.53B enfriado a baja temperatura, y se volvieron a sus­

pender en HBB, de forma que contuviera 60 x 10& células por 

mi.

Se añadió 1 mi de la  suspensión de célu las de cáncer 

a 3 ¡ni de cada suspensión de cocos tratada previamente con 

penicilina, y se puso la  mezcla en un baño a 37cc durante 

90 min. La mezcla de suspensión a s i incubada (que contenía

337684
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penicilina) se uso para inoculación intraperitoneal de ra­

tones, con 0,5 mi para cada ratón (1 grupo = 6 ratones)..

Los animales que murieron durante el ensayo fueron 

examina do s para determinar la  causa de la  muerte, y lo s 

5 animales que aún estaban vivos 50 dias después de l a  ino­

culación fueron sacrificados y se  le s  hizo la  autopsia. Al 

misíao tiempo, se efectuaron paralelamente experimentos de 

control, usando una mezcla de 0,5 mi de solución de peni­

c ilin a  (32 x 10^ unidades/ml), 2,5 mi de HBB y 1 mi de sus- 

lo  pensión de células de cáncer.

Los resultados obtenidos son lo s  sigu ientes:

Tabla 1

Refuerzo de la aotividad oontra-el cáncer del Streptoooccus 

15 hemolyticus (Cepa Su) ATOO 21060, por tratamiento previo oon 

penicilina, en relación a l a  concentración de pen icilin a.

2o

25

3o

Tratamiento previo de la  suspen- Experiencias contra el 
sión de cocos, a 37RC, durante cáncer in  v itro  e in

____20 min ._____ vivo

Diluoión de la  
suspensión ori­
ginal de cocos 

en HBB

Unidades de peni­
c ilin a  contenidas 
en la  suspensión 
de oocos diluida 

(unidades/ml)

Número de supervivientes 
al oabo de d ias:

10 20 30 40 50

5,4 x 10^ 6 6 6 6 6 K

2,7 x 10^ 6 6 5 5 5 36

m o 1,3 x 10^ 6 6 i 1 1 36

0,7 x 10^ 6 4 2 1 1 96

0,3 x 10^ 6 1 0 - -

Control 5,4 x 10^ 6 5 1 0 -
(HBB sin oo- (sin  p en ic ili-

eos ) na) 6 3 0 -

- 6 -
4 .4 .67

337684



x Los animales fueron sacrificados y se le s  hizo la  autop­

sia , sin h allar tumores.

Cono se muestra en la  Tabla 1, la s  suspensiones de 

cocos que reoibieron un tratamiento previo con penicilina,

5 en concentraciones mayores que 2,7 x 10^ unidades/mi, fue­

ron muy eficaces para causar la  inhibioi on del poder de in­

vasión de la s  célu las de cáncer en los ratones. En la s  con­

centraciones tenores de penicilina, 0,7-1,3 x 10^ unidades/ 

mi, solo se evito la  invasión de la s  célu las de cáncer en 

lo uno de cada se is  ratones.

Ejemplo 2 .-  Kagnitud del tiempo de incubación previa del.

Steptococeus hemolytious (cepa Su) ATOO 21C60 

suspendido en KBB que contiene penicilina 

La concentración de pen icilin a dél Ejemplo 1 se f i -  

15 já  en 2,7 x 10^ unidades/ml. La actividad contra el oancer, 

dependiendo del periodo de tiempo de incubación previa, se 

examino por un método in v itro  e in vivo. Los resultados 

se exponen en la  siguiente Tabla 2.

337684
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Tabla 2

Efecto de la  magnitud del tiempo de incubación previa sobre 

la  actividad contra el cáncer de lo s  estreptococos suspen­

didos ai MBB que oontiene. pen icilin a.

Dilución de Minutos de incubación Experiencias ocntra el 
la  suspensión previa, a S7SC, de sus cáncer in v itro  e in
original da pensión de cocos d ilu ì v iv o _____________'
oooos en da, que contiene peni^ Numero de supervivientes
MBB c ilin a  (2,7 x 10^ u . /  al cabo de d ias:

m i) 10 20 . 30 40 50

0 6 4 3 1 0

1 0 6 6 6 6 6 K

1:5 20 6 6 6 5 6 36

40 6 6 6 6 6 x

' 60 6 6 6 6 6 3Í

0 6 6 6 0 -

1 0 6 6 6 3 3 36

1 ;  10 20 6 6 6 6 6 36

40 6 6 6 6 6 x

60 6 6 6 6 5 x

MBB que contiene 
Control penicilina
(sin  cocos) Ì2 ,7  x 10 u./ml) 6 3  0

(37sc ,  30 ' )

Control
(sin  cooos) solo MBB 6 1 1 0

(37BC, SO')

X Los animales fueron sacrificados, y se le s  hizo l a  autop­

s ia  sin  h a llar  tumores.

Ejemplo 3 .-  Actividad contra el cáncer, en vivo, de diferen­

tes preparaciones de estreptococos, sobre ratones que tienen 

oáncer. 337684



Unas oelulas vivientes Re Streptocoocas hemolyticas, 

derivadas de SCO mi de nn oaltivo de caldo de 20 horas, des- 

paes de ser lavadas dos veces con so ladón  salina, faeron 

su.sp andidas en 13 tul de I.33B. La saspensión original de cocos 

5 faé d ila ida más con 1IBE, en relación de 1 : 5.

1) A SO mi de la  saspensión de cocos d ilaida a

1 : 3 se anadiaron 6 mi de ana so la d  ón de penicilina (16 x 

10^ anidades/ml de solación sa lin a ).

2) A 30 mi de la  saspensión de cocos d ilaida a 1 ; 5 

lo  se añadieron 6 mi de solación salin a .

Una porción de cada fae tratada de la  forma sigaien- 

te :

a) Saspensión de oocos qae contiene so la­
ción salina, incabada a 37a c darante 
2C min. A

1S b) Saspensión de cocos qae contiene so la­
ción salina, incabada a 3?a C darante 
30 min y calentada más a 452 c darante 
30 min. B

c) Saspensión de cocos qae contiene peni­
cilin a , inoabada a 372 O darante 20 min C

d) Saspensión de cocos qae contiene peni­
c ilin a , incabada a 372 c darante 20 min

2o y calentada más a 45c c darante 30 min. D

Se efectuaron paralelamente anas experiencias de 

control en la s  qae los ratones qae tenían cé lalas de cán­

cer faeron tratados con mezcla de HBB y solación salina, 

o con mezci.a de I.IBB y penioilina, segán se indica a conti-

35 naación:

337684
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e) Mezcla de MBB y solución salin a , incuba­
da a 3 7 2  c durante 20 min. A'

f) Mezcla de MBB y solución salin a , incuba­
da a 373 o durante 20 min. y calentada
más a 433-;c durante 30 min. B*

g) Mezcla de MBB y pen icilina, incubada a
S 37a c durante 20 min. 0'

h) Mazóla de MBB y penicilina, incubada a 
378 c durante 20 min. y oalentada más
a 4S2.C durante 30 min. B'

La aotividad contra el cáncer se estimó por lo s  s i ­

guientes métodos:

lo  El fluido de a so ite s lechoso, aspirado de ratones

que tenían carcinoma de a sc ite s  de Ehrlich, de 8 d ias de 

edad, fue directamente diluido con solución salin a , de fo r­

ma que contuviera aproximadamente 23 x 10^ células de cán- 

oer por mi.

15 Todos lo s ratones (1 grupo =  6 ratones) fueron ino­

culados por v ia intraperitoneal con 0 ,2 mi de suspensión de 

células de cáncer, y 24 horas más tarde se inyectó por v ía  

intraperitoneal 0,5 mi de una preparación de estreptococos 

a ensayar, y se suministró la  misma dosis durante 4 di as

2o sucesivos.

- lo  -



Tabla 3
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Experiencias comparativas contra el cáncer, en vivo, con 
ouátro preparaciones de estreptococos distintas.

Sene Clase de preparaciones número de suuervivien
de estreptococos usa- te s 
das para tra ta r  a rato­
nes que tienen oáicer 10

a l < 

20

cabo

30

de

40

di a s : 

50

Suspensión A 6 4 2 2 p3í
de cocos en
I.BB, di lu- B 6 5 5 4 3*
ción 1 : o

C 6 4 2 2 -2*

D 6 6 6 6 Û*

Control
(sin  cocos) A* 6 0 - - -

3' 6 0 - - -

C 6 0 - - -

D' 6 3 - - -

*  Los animales fueron sacrificados, y se le s  hizo la  autop-

s i a, sin  h allar tumores.

Por la  Tabla 3 puede verse ¡que entre la s  cuatro

preparaciones de estreptococos, :La preparación D, que se

preparó oalentando l a  suspensión de oocos previ amente tra-

tada con penicilina, resultó ser la más efi caz.

Ejemplo 4 .-  Ensqyo de virulencia con cuatro preparaciones

de estreptococos d istin tas, en animales 

La suspensión original de cocos en I.IBB se preparó 

como se describe en el Ejemplo 3.

Luego se prepararon la s  cuatro preparaciones de e s­

treptococos d istin tas siguientes:337684
-  11 -



a) Suspension Re cocos (en MBB) incubada a 37S c 
durante 30 min (preparación B)

b) Suspension de cocos (en MBB) que contiene peni­
c ilin a  (2,5 x 104 unidades/ml), incubada a 57B C 
durante 30 min (preparación PC-B)

o) Suspension de cocos (en HBB) incubada a 37B c 
5 durante 80 min, y calentada luego a 45a c durante

30 min (preparación B-45)

d) Suspension de cocos (en MBB) que oontiene penici­
lin a  (3,5 x 10- unidades/ml), incubada a 37s c 
durante 30 min, y calentada luego a 45s o durante 
30 min (preparación PC-B-45).

Cada preparación fue diluida en serie  con HBB, y 

lo  0,5 ml de cada dilución Rió inyectado por v ia  in traperito­

neal en un ratón ( l  grupos* 3 ratones). Los resultados obte­

nidos, usando una cepa "Su"(ATCC 81060), casi no virulenta, 

un mutante de una cepa virulenta "Sv"(ATCC 21059), son lo s 

siguientes:

15
Tabla 4

Ensayos comparativos de virulencia, con "cuatro preparaciones 
d istin tas de estreptococos, cepa Su

(numero de ratones que murieron a causa de la  infección, en 
24 horas)

2o

25

Preparación de estrep­
tococos (cepa Su)

Di luci ón

Sin d ilu ir * 1:2 1:20 1:50 1 :100

B 2 2 0 0 0

PC-B 3 0 0 0 0

B-45 2 2 1 0 0

PC-B-45 0 0 C Û 0

^Concentración de cocos 20 veces mayor que la  contenida en 
el cultivo de aguas madres.

Se ve que lo s  ratones que recibieron por v ia  intra- 

3o peritoneal 0,5 mi de PC-B-45 sin  d ilu ir  sobrevivieron sin

3376944 .4 .6 7 - 12



manifestar infección de estreptococos, aunque lo s ratones 

$u.e recibieron B, PC-B o B-45 sin  d ilu ir  murieron de sep ti­

cemia debida a lo s  estreptococos, dentro de la s  24 horas. 

Además, la  muerte de lo s ratones debida a la  infeccián fhe 

5 causada por l a  B diluida a 1 : 2 o por l a  B-45 diluida a 

1 : 2 .

Los resultados obtenidos usando una cepa virulenta 

"Sv" son los sigu ientes:

4.4.67

íiiabla 5 
lo

Ensayos comparativos de virulencia, con cuatro preparaciones 
d istin tas de estreptococos, de cepa Sv

(número de 
48 horas)

ratones que murieron a causa de la  infeocion, en

Prepara­
ci ón de

Diluci ón

estrepto­
cocos 
(cepa Sv)

1:2000* 1:2x10^ 1:2x10^ l:2 x lo " 1:2x10^1:2x10 S i: 2x10*

B 2 2 2 2 0 0 0

PC-B 2 2 2 2 1 0 0

B—48 2 2 2 2 0 0 0

PC-B-45 0 0 0 0 0 0 0

*Los cocos contenidos en una dilución 1:2000 de cada prepara­
ción de estreptococos corresponden a una dilución 1:100 de 
lo s cocos contenidos en el cultivo de caldo madre u o rig i­
nal.

Como se muestra en la  Tahla 5, l a  muerte de ratones 

25 debida a infeocion fue causada por diluciones de hasta

1:2.000.000 de la s  preparaciones B, PC-B y B-45. En contras­

te , l a  PC-B-45, incluso en dilución de 1:2000, no mostró 

virulencia para lo s  ratones.

Como resultado de estos experimentos, el tratamiento 

3o téimico de la  preparación PC-B virulenta produjo la  prepara-.ts. 337684
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oión PC-B-45, mucho menos virulenta.

Ejemplo 5 .- Efecto de la  penioilina sobre la  capacidad de

formación de estrep to lisin a  S (oapacidad de for­

mación de ELS) de l a  suspensión de estreptococos 

(Streptoeoocus hemolyticus Cepa Su AíiiCC 21060)

Se formo una serie  de tubos, cada uno de lo s  cualps 

contenía 3 mi de una mezcla de 2,5 mi de la  suspensión de 

cocos origi.nal (en KBB) y 0,5 mi de solución de penicilina 

(24 x 10^ unidades/ml), y una serie  de tubos de control, ca­

da uno de los cuales contenía 3 mi de una mezcla de 3,5 mi 

de l a  suspensión original de cocos (en I¿BB) y 0,5 mi da so­

lución salina, y todos lo s tubos de ambas serie s fueron pues­

tos en un baño a 3?ac  durante 20 min. Después dos de lo s tu­

bos, uno que contenía l a  suspensión de cocos que contiene 

4 x 10^ unidades de penicilina por mi, de la  primera se r ie , 

y otro sin  penioilina, de la  segunda serie , se pusieron en 

un baño de agua a l a  temperatura indicada (0, 37, 45, 56 o 

7OSC) durante 30 min. ta s  dos mezclas de suspensión a s í  tra ­

tadas se sometieron a lo s sigu í ai te s  métodos de ensayo de la  

capacidad de lo s  cocos para formar ELS:

1) Separación de lo s  cocos de su suspensión previa­

mente tratada.

2) Suspensión de lo s  cocos sedimentados en un medio 

de sistema de células en reposo (0,1% NEN KBB), seguido por 

inoubaoión a 373C durante 2 horas.

3) Obtención de un líquido transparente que sobrena­

da, por centrifugación (3500 rpm, 20*) de la  suspensión de 

células en reposo a s í  inoubadas.

4) Estimación de la  actividad hemolítioa del líquido

que sobrenada. ^  ^  7  6  6

- 14 -
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El liquido transparente que sobrenada fue diluido 

en serie  con solución sa lin a . Se añadió 1 mi de suspensión 

lavada de eritroo itos de conejo, al 3% a 1 mi de cada líq u i­

do que sobrenada, diluido, y se puso en un baño a 37RC duran­

te 3 ñoras. La actividad nemolítica de lo s líquidos que so- 

bienadan fue expresada como unidades, siendo una unidad he- 

molítica (1BH) la  oantidad de ELS que provoca la  desapari­

ción jradual de la  mitad de lo s e ritro c ito s (50,j de hemoli­

s is )  bajo estas condi oiones. Así, el valor de la s  unidades 

henolíticas se usó cono criterio  de la  capacidad de lo s es­

treptococos para formar ELS.

Los resultados se muestran en la  Tabla 6.

Tabla 6

Hedió usado 
cara prepa-

Tratamiento previo de 
de oocos

la  suspensión E atropto lisi- 
na S

rar la  sus­
pensión de 
oooos

Incubaoión a 37RC Puesta durante 
durante * 30* a

(UH/ml)

20* OSO 1,971

HBB que oon 
tiene peni-

SO* 37 ac 1,318

oilin a
(4 x ÍO  ̂ u./ml)

30* 45 RC < 1

20* 56RC T i

20* 7OR0 T i

20* ORO 2,457

20* 37 RC 3,076

EBB 20* 45 RC 3 145 6

20* 56 RC T i

SO* 7 ORO T i

El calentamiento de lo s cocos suspendidos en HBB que 

contenía 4 x 10^ unidades de penicilina por mi, a 45RC duran-

337684- 13



5

lo

15

2o

25

JO

te 30 min, provoco la  perdida to ta l de su. capacidad para 

formar ELS.

Ejemplo 6

A 100 mi de caldo de infusión de carne se añadió 

NRN, para proporcionar en él medio 0,8% de HEH; el medio 

fue esterilizad o  (pH =  7 ,56).

El cultivo de caldo de 20 horas de Strentococeus 

hemolyticus (cepa Su) ATCC 21060 fue sembrado en el medio, 

e incubado a 37 RO durante 20 horas.

Al fin al del periodo de incubación, e l cultivo de 

caldo fue enfriado a baja temperatura y centrifugado, y lo s  

cocos sedimentados se lavaron 2 veces oon solución sa lin a , 

y fueron suspendidos en 5 mi de MBB, compuesto por 675 mg 

de maltosa, 6 mi de KHgPÔ  a l 20% (ajustado a pH — 6,9 , oon 

HaOH), 12 mi de MgS0^.7Hg0 al 2%, y 66 mi de agua d e stila ­

da.

Esta suspensión de cocos a sí obtenida se  volvió a 

d ilu ir  con E3BB, para obtener una suspensión dilu ida 10 ve­

ces, y a 2,5 mi de la  suspensión diluida de cocos se añadió 

0,5 mi de solución de penicilina, que se preparó por separa­

do, disolviendo sa l de pen icilina G-potásioa en solución sa­

lin a , para obtener una concentración de 16 x 10^ unidades/ 

mi, y la mezcla se incubó a 37SC durante 20 min, y se sigu í 

calentando a 45SC durante 30 min.

A la  suspensión de cocos a s í  obtenida se anadió 1 

mi de la  misma suspensión de células de cáncer que se usó 

en el Ejemplo 1, y la  mezcla se inoubó a 37RC durante 60 

min. Luego se inyectó 0 ,5 mi de la  suspensión mixta, por v ia  

intraperitoneal, a un ratón. A lo s 50 dias de la  inoculación 

se oomprobó el ndmero de supervivientes. Solo murió de oán-

33768416 -



oer mío de cada se is  ratones. Los cinco ratones vivos fue­

ron sacrificados y se le s  hizo la  autopsia, sin h allar tu­

mores. Sin aubargo, en los experimentos de control, usando 

HBB solo, y I.IBB que contenía pen icilina, los se is  ratones 

murieron dentro de lo s  35 días desde la  inoculación.

La presente so licitud  que corresponde a la presentada 

en Japón el 8 de Marzo de 1.966, con el numero 13781/66, se 

aooge a lo s  beneficios del articu lo  51 del vigente Estatuto 

sobre Propiedad Industrial.

Los puntos de invención propia y nueva que se presen­

tan para que sean objeto de esta so lic itu d  de Patente de In­

vención en España por YE HITE años, son lo s siguientes:

13.- Método para tra ta r  la s  células de Streptoooccus 

hemolyticus, que comprende añadir penicilina a una suspen­

sión de células de Streptoooccus hemolyticus en un medio de 

suspensión, para hacer que la  concentración sea mayor que 

25.000 unidades/ml; incubar l a  mezcla a 3C-38BC; y luego se­

guir oalentando a 38-503C.

23.- Método según l a  reivindicación 1, donde el p r i­

mer periodo de incubación es de 10-30 min, y el calentamien­

to sucesivo es de 20-60 min.

33.- Método según l a  reivindicación 1, donde el p r i­

mer periodo de incubación es de 20 min, y eL segundo periodo 

de incubación es de 30 min.

N O T A

43.- KÓtodo segdn l a  reivindicación 1, donde l a  con­

centración de penicilina es de 27.000-60.000 unidades/ml.
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5S.- Método según la  reivindicación 1, donde el me­

dio de suspensión es medio basal de Bernheimer, compuesto 

por maltosa, KEÍgPÔ  ( i- NaOH) y MgS0^.7H^0, y agua d e sti­

68.- Método- según la  reivindicación 1, donde el me­

dio de suspensión es solución sa lin a  tamponada con fo sfa tó .

78.- Método para tra ta r  l a s  cé lu las de Streptoooocus 

hemolyticus, que comprende cu ltivar Streptoooocus hemolyti- 

cus en un medio sin  glucosa adicional; separar el mioroorga- , 

nismo del oultivo de caldo; formar una suspensión d6 lo s mi­

croorganismos separados, en un medio de suspensión; añadir 

penicilina a l a  suspensión, para Moer que la  concentración 

sea mayor que 25.000 unidades/ml; incubar a 3C-3880; y lue­

go seguir calentando a 38-5CSC.

8a.- Método según l a  reivindicación 7, donde el me­

dio de cultivo es caldo de oultivo de infusión de carne, sin  

glucosa adioional.

9a.- Método según la reivindicación. 7, donde el me­

dio de oultivo contiene un miembro elegido del grupo que cons­

ta  de úcido ribonucleico, núoleo de ribonucleasa, y mezclas 

de e llo s .

108.- Método según la  reivindicación 9, donde la  

concentración de uno o dos de lo s miembros Raí grupo que 

oonsta de úcido ribonucleico y núcleo de ribonucleasa es 

0,5-1/j mi peso por volumen.

l i a . -  Método para tratar la s  oúlulas de Streptoooocus 

hemolytious.

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que anteoede 

y para lo s fin es que sean especificado.

lada
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E sta  Memoria consta de diecinueve h o jas e s c r i t a s

a maglina por ana sola cara.
49 AM. SK¡

Madrid,

337684
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