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Egta invencidn se refiere a un procedimiento de cul-
tivo de microorganismos que permiten modificar el fenotipo
de estos y utilizarlos para la preparacidn de vacunas des-
tinadas a combatir las enfermedades debidas a estos micro-
organismos.

La utilizacidn como antigenos de gérmenes completos,
para la preparacién de vacunas, puede suponer en el suero
de los animales la presencia de aglutininas o de otras reac
ciones seroldgicas que interfieren con el diagnbéstico de la
enfermedad correspondiente.

Este es especialmente el caso de la vacuna antibrucé-
lica, ya que la utilizacidén de Brucellass no modificados como
ant{genos provoca la formacidén de aglutininas que impiden
el diagndstico de la brucelosis.

Para evitar este inconveniente, ya se ha prop@esto
utilizar brucelas en forma rugosa que S8 caracterizan por
su cardcter de aglutinabilidaed esponténea en suero figiold~
gico y en presencia de acriflavina y su dificultad de re-
versidn hacia la forma S patdgena, aglutindgeno y aglutina—
ble por los sueros anti correspondientes (es decir,,ids
sueros que contienen los anticuerpos correspondientes‘a los
antigenos Brucella).

Igualmente se ba propuesto utilizar Brucellas S com-—
pletas o extractos de Brucella bajo forma S adiciondndoles
guero inmune correspondiente en cantidad necesarie y sufi-
ciente para saturar la totalidad de los centros aglutinége-
nos del antigeno. Se obtiene asi una vacuna no aglutindgeng
1lamada vacuna de Pilet y Bonneau (Recueil de Médecine
Vétérinaire Ecole Alfort 1970, 146, 25-35). Sin embargo,

e ste procedimiento requiere la utilizacidn de una canti-
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dad importante de suero anti de alto titulo, para garanti-
zar la neutralizacidén de todos los ceniros aglutindgenos.

Ie invencidn tiene por objeto un procedimiento de
cultivo de microorganismos que permiten modificarios durante
su multiplicacidn con el fin de hacerles perder algunas de
sus caracteristicas y llegar asi a un fenotipo diferente
gin modificar el genotipo.

En particular, la aptitud fundamental de estos orga-
nismos e provocar reacciones seroldgicas parasitas, que acon
pafian a las respuestas de inmunizacidn, puede ser limitada
o suprimida.

El procedimiento de la invencidn permite obtener en
particular, a partir de Brucellas altamente virulentas y
aglutindgenos o a partir de Brucellas no virulentas y aglu—
tindgenos, fenotipos diferentes que se caracterizan por la
pérdida de las aglutinabilidades especificas en presencia
de suero anti, la aparicidn de una aglutinabilidad espontd-
nea débil y una reconversidn en la forma S patégena 0 .no,
con récuperacién de los caracteres de aglutinabilidad pox
suboultivos en medio ordinario. Estos dltimos caracteres-
diferencian las Brucellas modificadas segun la invencidn
de las Brucellas rugosas, tipo 45/20.

El procedimiento de la invencidn, que permite obte-
ner Brucellas asi modificadas, consiste en efectuar un nii-
mero elevado de subcultivos de estos microorganismos y en
presencia de suero anti-Brucella. Este se adiciona al medio
de los cultivos en cantidad tal que no impida la multipli-
cacidn de las Brucellas pero que, sin embargo, provoque una
modificacidn fenotipica., La cantidad de suero adicional al

medio de cultivo puede variar asi de 0,5 % a 20 % de un

L
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suero anti con un titulo de 2000 U/ml.

Con objeto de que se pueda comprender mejor la inven-
c¢idn, describimos a continuacidn, a titulo de ejemplo, el
procedimiento de cultivo de la invencidn aplicado a las Bru-
cellas.

Una Brucella, por ejemplo la Brucella Melitensis de
primer aislamiento, altamente patdgena, se cultiva en un
medio de triptosa-gelosa conteniendo 10 % de suero anti, cor
un tf{tulo de 2000 U/ml. E1 cultivo se desarrolla normalments

Pueden utilizarse indiferentemente Brucellas de cual-
quier origen de forma S, patégenas o no patdégenas y se pueds
utilizar todos los medios que permitan un buen cultivo de
Brucellas.

Se realizan de 10 a 30 subeultivos sucesivos sobre
medio sdlido conteniendo suero anti para estabilizar iz ce-
pa.

Esta cepa es a continuacidn liofilizada y constituye
la reserva de inoculum para la produccion des cultivos que
deben servir para la obtencidn de las vacunas.

Sobre estas reservas se procede al control de Ja pu-
reza y al control de la caracterizacidn de la cepa: 2 aUb=
cultivos en medio gelosa-triptosa permiten recuperar una
Brucella bajo fase S con las caracteristicas seroldgicas y
bioquimicas de la Brucella de partida.

A partir de la regerva "inoculum", se procede a 2-10
subcultivos en medio nutritivo, generalmente liquido, con=
teniendo suero anti especifico con el fin de permitir la
multiplicacidén de los gérmenes necesarios para la obtencidn
de los lotes industriales de vacunas. La cantidad de suero

anti utilizada puede variar, para un suero anti, con un ti-
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tulo de 2000 U/ml de 0,5 % a 20 %, sin que estas cantida-
des ejerzan influencia sobre el contenido final en gérmenes
y sobre las caracteri..icas fundamentales de los gérmeness
obtenidos.

la invencidn tiene igualmente por objeto la prepara-
¢idn de una vacuna antibrucélica, a partir de los microorga-
nismos modificados por el procedimiento descrito. Después
de la multiplicacidn ,or cultivos sucesivos en medio conte-
niendo suero anti, las Brucellas modificadas son inactiva-
das por formol, recogidas y separadas del medio de cultivo,
A continuacidn son eventualmente tratadas con laurilsulfato
sédico para eliminar las aglutininas persistentes. La canti-
dad de laurilsulfato a agregar puede variar de 1 %o a 1'%
y se elimina despuss por didlisis. Las Brucellas son firal-
mente puestas de nuevo en suspensidn en suero fisioldgico,
ajusténdose la concentracidén por densidad dptica a 10° gér-
menes/ml., La vacuna de la invencidn no contiene coadyuvante
de inmunided.

Puede ser caracterizada y diferenciada de las vacu-
nas antibrucédlicas existentes por los criterios siguientes:
1) Caracteristicas fisico-quimicas: 7

pH: 5,2-5,5

densidad dptica: tubo 5 en la escala de Browne

andlisis de los componentes quimicos:
despuds de centrifugacidén, la fase liquida debe contener
formaldehido libre: 0,70-0,80 °fo
cloruro sdédico: 8 a 9 %ho.
Estas caracteristicas corresponden a las de las va-

cunas microbianas inactivadas que no contienen coadyuvante

de la inmunidad.
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2) Caracteristicas bactericldgicas:

Los cuerpos bacterianos inactivados se recuperan por
centrifugacidén y se someten a los controles de caracteriza-
cidén siguientes:

a) Resigtencia a la lisis por el laurilsulfato sddicg

.o

Los cuerpos bactsrianos rscuperados por centrifuga-
cidn se ponen de nuevo en suspensidn en suero fisioldgico
que contiens 1 % de laurilsulfato sdédico. La concentracidn
de gérmenes se ajusta por densidad dptica a una equivalencid
de 50 x 107 gérmenes por mililitro,

Esta suspensidn se lleva durante 4 horas a 50°C, bajd
agitacidn permanente. Después de este tiempo se mide la den-
gidad Séptica.

Ia vacuna preparada segin este procedimiento se com-
para con suspensiones de Brucella inactivada obtenicas a
partir de diversas cepas de Brucella: Brucella originel,
Brucella cepa B 19 y 45/20:

Porcentaje de lisis después de 4 horas a 50°C -

Brucella original 15 a 20 %
Brucella modificada 25 a 30 %
B, 19 75 a 80 %
45/20 60 a 65 %

b) Investigacidén de los anticuerpos antibrucella de
origen bovino o equino por inmunofluorescencia.

Un residuo bacteriano de vacuna preparada segin la
invencidn y segin el procedimiento denominado Pilet-Bonneau
se adiciona de suero fluorescente anti-globulinas bovinas
0 equinas y se examina, despuds de dilucicn adecuada, en mi-
eroscopio de luz ultravioleta.

Se comprueba que los cuerpos bacterianos de la vacung
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preparada segin el procedimiento Pilet-Bonneau son intgnsa-
ments fluorescentes mientras que las Brucellas modificadas
segin el procedimiento de la invencidn no fijan las globuli-
nas fluorescentes, de manera que menos del 10 % de los cuerd
pos bacterianos son fluorsscentes.

3) Estudios seroldgicos:

a) Aglutinabilidad espontdnea o provocada en tubos:

¥l regiduo bacteriano se recupera por centrifugacidn,
se pone de nuevo en suspensidn, a una concentracidn de
10 x 109 por mililitro, en suero fisioldgico, que por una
parte contiene suero anti-brucella (10 U.I./ml) y por otra
parte no lo contienen. Estas suspénsiones gse reparten en tu-
bos a razén de 1 ml por tubo.

Como referencia, se puede tomar una suspensidn de
Brucella original inactivada.

Iz table dada a continuacidén da los resultados de

tres ensayos comparativos.

Porcenteije de aglutinacidn -

En presencia de .,
10 U.I. de sue-= En agua fisiolo-

ro _anti gice

Brucella original 100 % 0%
Brucella modificada

Lote 1 50 % 37 %

Lote 2 25 % 50 %

Lote 3 37 % 62 %

Estos resultados indican que, después de la modifi-
cacidén, las Brucellas han perdido su cardacter de aglutinabid
lidad especifica ya que no hay diierencia significativa en~

tre la aglutinacidn no especifica en suero figioldgico y la
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aglutinacion especifica en suero anti.

b) Aglutinabilidad provocada sobre ldmina.

Ademds, se puede comparar el aspecto de aglutinacidn
gobre ldmina para las Brucellas antes y después de la modi-
ficacidn.

Un asa de Brucella procedente de un residuo de cen-
trifugacidn se emulsiona en suero fisioldgico o en suero
anti diluido.

Ia Brucella original, emulsionada en suero fisiold-
gico, presenta un aspecto turbio uniforme; emulsionada en
gsuero anti dilufdo, presenta floculados de aglutinacidn ca-
racteristica.

Ia Brucella modificada, emulsionada en agua fisicid-
gica, presenta un aspecto turbio uniforme; emulsionada en
presencia de suero anti, presenta igualmente un aspecho tury
bio uniforme.

¢) Saturacidn de los centros aglutinantes:

El procedimiento Pilet-Bonneau, de preparacidn'de va+
cunas no aglutindgenas, permite determinar la cantidad de
guero anti suficiente y justamente necesaria para saturar
los centros aglutindgenos de una Brucella.

Este procedimiento puede ser aplicado a las BrucellaT
antes y despuds de la modificacidn. Se comprueba entonces
que son necesarias cantidades muy pequefias de suero anti pa-+
ra saturar 1los centros aglutindgenos que quedan sobre las
Brucellas modificadas:

- Para la Brucella original, son necesarias de 500 a 700 U.I}
para saturar los centros aglutindgenos de 7 x 10° Bruce-
llas.

— Para le Brucella modificada, son necesarias de 1 a 15 U,I{
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para saturar 7 X 109 Brucellas modificadas.

Un suero con un titulo de 2000U se diluye de 1/2 en
1/2 y se mezcla con suspensiones de Brucella original y mo-
dificade; despuds de la reaccidn, se separa el residuo mi-
crobiano y se procede de nuevo a 1a valoracidn del poder

aglutinante.

Ia tabla dada a continuacidn contiene el titulo del
suero antes y después de la adsorcidn sobre Erucella origi-
nal y sobre Brucella modificada.

T{tulo después de la adsorcidn por

Dilucidn géf:&; Brucella original Brucella modificada
dosuero o di-  Pimlo ffude £ iihier fiado f it
1/2 1000 1000 0 k 1000 0o .0
1/4 500 250 250 50 % 500 0. .0
1/8 250 125 125 50 % 250 4] 0
1/16 125 31 93 75 % 125 0o o
1/32 60 8 54 87 % 60 0 0
1/64 30 4 27 87 % 16 16 50
1/128 16 2 14 87 % 16 8 50
1/256 8 8 100 % 8 4"Véo
1/512 4 4 100 % 4 2 50

1/1024 2 2 100 %

& Como las valoraciones se realizan por diluciones en tubo,
una diferencia de un tubo corresponde a la perdida de la
mitad del titulo inicial.

Asimismo, en el caso anterior (1itulo del suero di-
1ufdo: 1000 U), se puede decir simplemente que la Bruce-
1le original ha fijado menos de 500 U (entre O y 500 U.I.}

El razonamiento es identico para los valores negati-

vos (0O %) encontrados para 1las Brucellas modificadas.
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Por lo tanto, se puede deducir de estos diversos en-
sayos que las Brucellas moaificadas segin el procedimiento
de la invencidn han perdido la meyor parte de sus centros
aglutindgenos y, por consiguiente, estas Brucellas no deben
provocar la formacidn de anticuerpos aglutinantes como con-
secuencia de su inyeccidén en el organismo.

En conclusidn, la vacuna preparade a partir de las

Brucellas modificadas segin el procedimiento de la inven-—

cién se diferencia de las vacunas conocidas por las caracte

risticas siguientes:

— El estado inmctivado las diferencia de la vacuna del tipo
B.19. '

- Ia susencia de coadyuvante las diferencia de las vacunsas
inactivaedas cldsices de los tipos 45/20 o H. 38 (vacuns
de Renoux). _

— Ta sensibilidad & la lisis por el laurilsulfato sédica..per
mite comprobar el caracter modificado de las Brucellasg con
respecto a las otras Brucellas.

- La ausencia de dhtlcuerpos anti-Brucellas observables por
las globulinas fluorescentes permite diferenciar la yacup
na de la preparade por el procedimiento de Pilet—Bonhéau.

- In vivos

En conejos:

Ia vacuna preparada por el procedimiento de le inven

cidn, con o sin tratamiento ulterior con laurilsulfato, se
compara ¢On una vacuna con la Brucella original.

Los anticuerpos aglutinantes son investigados en el
suero de los conejos tres semanas después de la vacunacidn,

Se obtienen los resultados siguilentes:
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50 x 107 Brucellas originales 30,000 U.I.

Vacuna modificada (50 x 10° gérmenes) 3,750 U.I.
Vacuna modificada y tratada con lau-

rilsulfato (50 x 109 gérmenes) 10 U.1.

Unos lotes de 5 bovinos reciben una dosis de vacu-—
na preparada por el procedimiento de la invencidn y trata-—
da o no con laurilsulfato. Los anticuerpos aglutinantes son
investigados en el suero 3 semanas después de la vacunacidn,

Se obtienen los resultados siguientes:

Vacuna no tratada por laurilsulfato 60 U.I.
Vacuna tratada por laurilsulfato 6 U.I.

Se ha realizado una experiencia sobre un lote de
32 bovinos inoculados tres veces consecutivas con la vacuna
no tratada con laurilsulfato.

El grdfico anexo da la evolucidén media de los anti-
cuerpos aglutinantes y de los anticuerpos incompletos des-
cubiertos por el ensayo de Coombs, en animales que han su-
frido una primera vacunacidn V1 en el tiempo Ty, una segun—
da vacunacidn V2 dos meses después y una tercera V3 doce
meses después.

Esta vacuna preparada a partir de Brucellas modificart
das segin la invencidn y no tratada con laurilsulfato sddi-
¢o se caracteriza, por lo tanto:

~ por una parte, por su escasa reactividad en anti-
cuerpos aglutinantes, produciéndose siempre la desaparicidn
de las aglutininas en el periodo prescrito de 3 meses;

- por otra parte, por una reactividad marcade en an-

ticuerpos incompletos (reaccidén de Coombs), sobre todo des-
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pués de la segunda operacidn.

Estas caracteristicas son especificas de la vacuna
modificada segin la invencidn. La diferencian de forma in-
discutible de las vacunas aglutindgenas (vacunas tipo B. 19,
vacunas tipo H. 38).

4) Caracteristicas antigénicas

a) Control de la actividad antigénica sobre ratones
de la vacuna preparada seguin la invencidn:

Unos lotes de 10 ratones son vacunados por via intra-
peritoneal y subcutdnea con dosis variacles de vacuna anti-
brucélica inyectada bajo un volumen de 0,3 ml; es decir,
0,3 ml de una dosis que contiene 10,107 U,I./ml, después
1/3, 1/9 y 1/27 de esta dosis. .

ILa antigenicidad se compara con la de una suspensidn
de las mismas dosis de Brucella original, no modificadas
(vacuna de referencia). 7

La prueba se realize 15 dias despues de la vacuna-
cidén por inoculacidn intraperitonesal de 50.000 germenes.de
la cepa 544. Los ratones son sacrificados 8 dfas deséuéa
¥ se procede & una evaluacidn cuelitative de la infeccién
que va de 0 a ++++ y una evaluacidn cuantitativa por numera+
cidn sobre un molido del conjunto de las ratas de un mismo
lote.

Los resultados se dan en la sigulente tabla:
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0,3 ml de 1 dosis de 0,3 ml de 1/3 dosis ae 0,3 ml de 1/9
, vacuna de vacunz vacuna de vacuna ssgun vacuna de vacl
Nume de referen gun la referen la inven referen 1e
ratones cia vencidn cia cidn cia
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0] 0
9 0 0 + 0 0
10 0 0 ++ 0 0
Nimero me-—
dio de Bru 0 90 no deter no deter- 0
cellas por minado minado
g de rata
\-\.‘ .
N
N\
AN



N

0,3 ol de 1/3 dosis de 0,3 ml de 1/9 dosis de 0,3 uml de 1/27 dosis
vacuna de vacuna segun vacuna de vacuna segun vacuna de de vacuna Testigode

referen la inven referen la inven referen segdn]@vig la infeg
cia cion cia cion cia vencion cion

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 *

0 0 0 0 0 0 *

0 0] 0 0 + 0 ++

0 0] 0 0 + 0 ++

0 0] 0 0 + 0 ++

o 0 0] 0] + + ++

0 0 0 0 * ++ 4

+ 0 0 0 ++ +++ ++4+

++ 0 0 +. ++ i+ +++
no dever no deter- o 120~ 400 1600 70.000
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b) Comparacidn de la antigenicidad de las Brucellas
modificadas o no y tratadas o no con laurilsulfato gédico.

Tos ratones son vacunados siguiendo el mismo protoco-
lo que en la experiencia anterior y los resultados de la

evaluacidn cualitativa de la invencidn estan expresados en

la. tabla siguiente.
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Influencia del tratamisnto con lgurilsulfato sobre

Brucellas normales

Residuo después

del

tratamiento con lau-

~

Cultivo total antes
tratamiento

0

0

Dilucidn de rilsulfato del

las vacunas Puro 1/3 1/9 1/27 Puro 1/3 1/9 1/21
1 0 0 0 0 0] 0 0
2 0 0 0 0 0 O 0
3 0 0 0 0 0 0 0

} .

4 0 ++ 0 + 0 0
5 0 + 0 0

Poder agluti-

nante (conejo) 4000 30,000

Residuo
tratamie
ril
Puro 1/
0 0
0 0
J 0
o ©
0] +




-gmiento con laurilsulfato sobre l2 antigenicidad de las Brucellas

normales

Brucellaes modificadas

~

Cultivo total antes
3 tratamiento

/3 /9 a2

del
Puro
0

0

A -4 g e o

0 0
0 0
e 0
0 s
0 0
30.000

0

Residuo después
tratamiento con lau~

rilsulfgto
Paro 1/3 1/9
0 0 0
8] 0 0
9 0 0
0 0 0
0 + +
10

del

Cultivo total antes

del tratamiento
1/27 Puro 1/3 1/9 1/21
0 0 0 0 0
+ 0] 0 0 0
+ 0 0 0 0
+ 0 0] 0 0
+ 0 0 0 ++
3750
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Por consiguiente, el procedimiento descrito en la

invencién (cultivo en presencia de suero anti, inhibidor de
1os antigenos aglutinantes y tratamiento con laurilsulfato)
no modifica las propiedades antigénicas de las Brucellas.

En resumen, la Patente de Invencidén que se solicis
ta deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparacién de una vacuna
anxibrucélica,_caracterizado porgue en una primera etapa se
desarrollan las baterias Brucella en un medio adicionado cor
suero anti-Brucella, realizandose varios subcultivos sucesiH
vos, en una segunda etapa se recogen los Brucella asi cultiA
vados y que han experimentado una modificacibén del geuotipo,
y se las inactivan mediante un procedimiento conocido et si
y principalmente mediante la accidn del formol.

2, Un procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque en la primera etapa se realizan de 10 a
%0 subcultivos de bacterias Brucella.

3. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, ca-
racterizado porque en la primera etapa se adiclona un medio
de cultivo de 0,5 a 20% de suero anti: Brucella con un titu-
lo de 2000 U/ml.

4. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porgue en la segunda etapa se trata la suspen-
sién de Brucella modificada, inactivada con 1 %/c0 a 1% de
laurilsulfato de sodio para eliminar las aglutininas restan-
tes.

5. Se reivindica por Ultimo como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invencida que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE UNA VACUNA ANTIBRUCELICA.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pr|
sente memoria descriptiva que consta de diecisiete piginas

mecanografiadas, y dibujos que se acompanan.

Madrid, 13 marzo 1.973
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