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Esta invención se re fie re  a un procedimiento de cul­

tivo de microorganismos que permiten modificar e l fenotipo 

de estos y u t iliz a r lo s  para la  preparación de vacunas des­

tinadas a combatir las enfermedades debidas a estos micro­

organismos.

La u tilización  como antígenos de gérmenes completos, 

para la  preparación de vacunas, puede suponer en e l suero 

de los animales la  presencia de aglutininas o de otras reac­

ciones serológicas que in terfieren  con e l diagnóstico de la

enfermedad correspondiente.

Este es especialmente el caso de la  vacuna antibruce- 

l ic a , ya que la  u tilizac ión  de BruceDas no modificados como 

antígenos provoca la  formación de aglutininas que impiden 

e l diagnóstico de la  brucelosis.

Para evitar este inconveniente, ya se ha propuesto 

u t iliz a r  brúcelas en forma rugosa que se caracterizan por 

su carácter de aglutinabilidad espontánea en suero f is io ló ­

gico y en presencia de acriflav ina  y su d ificu ltad  de re­

versión hacia la* forma S patógena, aglutinógeno y aglutina­

ble por lo s  sueros anti correspondientes (es decir, los 

sueros que contienen los anticuerpos correspondientes a los 

antígenos B ru ce lla ).
Igualmente se ha propuesto u t iliz a r  Brucellas S com­

pletas o extractos de Brucella bajo forma S adicionándoles 

suero inmune correspondiente en cantidad necesaria y su fi­

ciente para saturar la  totalidad de los centros aglutinóge- 

nos del antígeno. Se obtiene así una vacuna no aglutinogent, 

llamada vacuna de P ile t  y Bonneau (Recueil de Médecine 

Vótárinaire Ecole A lfo rt 1970, 1^6, 25-35). Sin embargo, 

este procedimiento requiere la  u tilizac ión  de una canti-
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1 dad importante de enero anti de alto t itu lo , para garanti­

zar la  neutralización de todos los centros aglutinóganos.

La invención tiene por objeto un procedimiento de 

cultivo de microorganismos que permiten modificarlos durante

5 su multiplicación con e l f in  de hacerles perder algunas de 

sus características y lle ga r  asi a un fenotipo diferente

10

sin modificar el genotipo.

En particular, la  aptitud fundamental de estos orga­

nismos a provocar reacciones serológicas parásitas, que acog. 

pañan a las respuestas de inmunización, puede ser lim itada  

o suprimida.
El procedimiento de la  invención permite obtener en

15

particular, a partir de Brucellas altamente virulentas y 

aglutinógenos o a partir de Brucellas no virulentas y ag lu - 

tinógenos, fenotipos diferentes que se caracterizan por la  

perdida de las aglutinabilidades específicas en presencia 

de suero anti, la  aparición de una aglutinabilidad espontá­

nea débil y una reconversión en la  forma S patógena o no, 

con recuperación de los caracteres de aglutinabilidad por

20
subcultivos en medio ordinario. Estos últimos caracteres 

diferencian las Brucellas modificadas según la  invención

de las Brucellas rugosas, tipo 45/20.

El procedimiento de la  invención, que permite obte­

ner Brucellas así modificadas, consiste en efectuar un nú-

25
mero elevado de subcultivos de estos microorganismos y en 

presencia de suero anti-B rucella . Este se adiciona a l  medio 

de los cultivos en cantidad ta l que no impida la  m ultipli­

cación de las Brucellas pero que, sin embargo, provoque una 

modificación fenotípica. La cantidad de suero adicional a l  

medio de cultivo puede variar a s í  de 0,5  % a 20 % de un
30
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suero anti con un títu lo  de 2000 U/ml.

Con objeto de que se pueda comprender mejor la  inven­

ción, describimos a continuación, a títu lo  de ejemplo, e l 

procedimiento de cultivo de la  invención aplicado a las Bru- 

ce lla s .

Una Brucella, por ejemplo la  Brucella Melitensis de 

primer aislamiento, altamente patógena, se cultiva en un 

medio de triptosa-gelosa conteniendo 10 % de suero anti, cor. 

un títu lo  de 2000 U/rnl. El cultivo se desarro lla  normalmente,

Pueden u tiliza rse  indiferentemente Brucellas de cual­

quier origen de forma S, patógenas o no patógenas y se pueden 

u t iliz a r  todos los medios que permitan un buen cultivo de 

Brucellas.

Se realizan  de 10 a 30 subcultivos sucesivos sobre 

medio sólido conteniendo suero anti para estab iliza r le ce­

pa.

Esta cepa es a continuación lio f i l iz a d a  y constituye 

la  reserva de inoculum para la  producción de cultivos que 

deben serv ir para la  obtención de las vacunas.

Sobre estas reservas se procede a l control de la  pu­

reza y a l  control de la  caracterización de la  cepa: 2 sub­

cultivos en medio ge losa-triptosa permiten recuperar una 

Brucella bajo fase S con las características serológicas y 

bioquímicas de la  Brucella de partida.

A partir de la  reserva "inoculum", se procede a 2-10 

subcultivos en medio nutritivo, generalmente líquido, con­

teniendo suero anti específico con e l f in  de permitir la  

multiplicación de lo 3 gérmenes necesarios para la obtención 

de los lotes industriales de vacunas. La cantidad de suero 

anti u tilizada  puede variar, para un suero anti, con un t í -
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tulo de 2000 U/ml de 0,5 % a 20 %, sin que estas cantida­

des ejerzan influencia sobre e l contenido f in a l en gérmenes 

y sobre las características fundamentales de los gérmenes 

obtenidos.

La invención tiene igualmente por objeto la  prepara­

ción de una vacuna antibrucélica, a partir de los microorga­

nismos modificados por e l procedimiento descrito. Después 

de la  multiplicación ^ur cultivos sucesivos en medio conte­

niendo suero anti, las Brucellas modificadas son inactiva­

das por formol, recogidas y separadas del medio de cu ltivo. 

A continuación son eventualmente tratadas con lau rilsu lfa to  

sódico para eliminar las aglutininas persistentes. La canti­

dad de lau rilsu lfa to  a agregar puede varia r de 1 °/oo á 1 % 

y se elimina después por d iá lis is .  Las Brucellas son f in a l­

mente puestas de nuevo en suspensión en suero fis io ló g ico ,  

ajustándose la  concentración por densidad óptica a 1(r gér- 

menes/ml. La vacuna de la  invención no contiene coadyuvante 

de inmunidad.

Puede ser caracterizada y diferenciada de las vacu­

nas antibrucélicas existentes por los c rite rio s  siguientes:

1) Características físico-quím icas:

pH: 5,2-5,5

densidad óptica: tubo 5 en la  escala de Browne 

anális is  de los componentes químicos:

después de centrifugación, la  fase líquida debe contener! 

formaldehido lib re : 0,70-0,80 °/6o 

cloruro sódico: 8 a 9 °/óo.

Estas características corresponden a las de la s  va­

cunas microbianas inactivadas que no contienen coadyuvante 

de la  inmunidad.
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2) Características bacterio lógicas:

Los cuerpos bacterianos inactivaáos se recuperan por 

centrifugación y se someten a los controles de caracteriza­

ción siguientes:

a) Resistencia a la  l i s i s  por e l lau rilsu lfa to  sódicí

Los cuerpos bacterianos recuperados por centrifuga­

ción se ponen de nuevo en suspensión en suero fis io lóg ico  

que contiene 1 % de lau rilsu lfa to  sódico. La concentración 

de gérmenes se ajusta por densidad óptica a una equivalencia 

de 50 x 10  ̂ gérmenes por m ililitro .

Esta suspensión se lleva  durante 4 horas a 50°C, bají 

agitación permanente. Después de este tiempo se mide la  den-' 

sidad óptica.

La vacuna preparada según este procedimiento se.com­

para con suspensiones de Brucella inactivada obtenidas a 

partir de diversas cepas de Brucella: Brucella orig ina l, 

Brucella cepa B 19 y 45/20:

Porcentaje de l i s i s  después de 4 horas a 50°C 

Brucella o rig ina l 15 a 20 %

Brucella modificada 25 a 30 % ...

B. 19 75 a 80%

45/20 60 a 65%

b) Investigación de los anticuerpos antibrucella de 

origen bovino o equino por inmunofluorescencia.

Un residuo bacteriano de vacuna preparada según la  

invención y según e l procedimiento denominado P ile t—Bonneau 

se adiciona de suero fluorescente anti-globulinas bovinas 

o equinas y se examina, después de dilución adecuada, en mi­

croscopio de luz u ltrav io leta .

Se comprueba que los cuerpos bacterianos de la  vacuní
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preparada según e l procedimiento P ile t—Bonneau son intensa­

mente fluorescentes mientras que las Brucellas modificadas 

según e l procedimiento de la  invención no f i ja n  las g lobu li­

nas fluorescentes, de manera que menos del 10 % de los cuer­

pos bacterianos son fluorescentes.

3) Estudios serologicos:

In v it ro :

a) Aglutinabilidad espontánea o provocada en tubos: 

El residuo bacteriano se recupera por centrifugación  

se pone de nuevo en suspensión, a una concentración de 

10 x 109 por m ililitro , en suero fis io ló g ico , que por una 

parte contiene suero anti—brucella (10 U .I./m l) y por otra 

parte no lo contienen. Estas suspensiones se reparten en tu

bos a razón de 1 mi por tubo.

Como referencia, se puede tomar una suspensión de

Brucella o rig inal inactivada.

La tabla dada a continuación da los resultados de

tres ensayos comparativos.
Porcentaje de aglutinación * _

Brucella orig inal 

Brucella modificada 

Lote 1 

Lote 2 

Lote 3

En presencia de 
10 U .I . de sue- 

ro anti

100 %

50 % 

25 % 

37 %

En agua f i s io ló -  
_______ Rica_______

0 %

37 % 

50 % 

62 %

Estos resultados indican que, después de la  modifi­

cación, las Brucellas han perdido su carácter de aglutinaba  

lidad específica ya que no hay diierencia s ign ifica t iv a  en­

tre la  aglutinación no específica en suero fis io ló g ico  y la
30



aglutinación específica en suero anti.

b) Aglutinabilidad provocada sobre lámina.

Además, se puede comparar el aspecto de aglutinación

sobre lámina para las Brucellas antes y después de la  modi­

ficación .

Un asa de Brucella procedente de un residuo de cen­

trifugación se emulsiona en suero fis io lóg ico  o en suero 

anti d ilu ido.

La Brucella o rig in a l, emulsionada en suero f is io ló ­

gico, presenta un aspecto turbio uniforme; emulsionada en 

suero anti d ilu ido, presenta floculados de aglutinación ca­

racterística .

La Brucella modificada, emulsionada en agua f is io ló ­

gica, presenta un aspecto turbio uniforme; emulsionada en 

presencia de suero anti, presenta igualmente un aspecto tur­

bio uniforme.

c) Saturación de los centros aglutinantes:

El procedimiento Pilet-Bonneau, de preparación de va­

cunas no aglutinógenas, permite determinar la  cantidad de 

suero anti suficiente y justamente necesaria para saturar 

los centros aglutinógenos de una Brucella.

Este procedimiento puede ser aplicado a las Brucellas 

antes y después de la  modificación. Se comprueba entonces 

que son necesarias cantidades muy pequeñas de suero anti pa­

ra saturar los centros aglutinógenos que quedan sobre las 

Brucellas modificadas:

-  Para la  Brucella o rig ina l, son necesarias de 500 a 700 U.I, 

para saturar los centros aglutinógenos de 7 x 10  ̂ Bruce­

l la s .

-  Para la  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 títu lo  de 2000U se diluye de 1/2 en 

1/2 y se mezcla con suspensiones de Brucella o rig in a l y mo­

dificada; después de la  reacción, se separa e l residuo mi­

crobiano y se procede de nuevo a la  valoración del poder

aglutinante.
La tabla dada a continuación contiene e l titu lo  del 

suero antes y después de la  adsorción sobre Brucella o r ig i­

nal y sobre Brucella modificada.

Título después de la  adsorción por

Dilución  
de suero 
2000 U^l

Título 
del sue 
ro di­
luido.

Bruce fia  orig inal Brucella modificada
Título

residual
Título
fijado

% f  i
jado

Título
residual

Título % f j  
fijado  jadc

1/2 1000 1000 0 A 1000 0 .0  y

1/4 500 250 250 50 % 500 o . . o %

1/8 250 125 125 50 % 250 0 0%

1/16 125 31 93 75 % 125 0 0 %

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 _ 50 %

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  pérdida de la  

mitad del títu lo  in ic ia l.

Asimismo, en e l caso anterior (u ítu lo  del suero d i­

luido: 1000 U ), se puede decir simplemente que la  Bruce­

l l a  o rig inal fia fijado  menos de 500 U (entre 0 y 500 U .I., 

El razonamiento es idéntico para los valores negati­

vos (0 %) encontrados para la3 Brucellas modificadas.
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Por lo tanto, se puede deducir de estos diversos en­

sayos que las  Brucellas moaificadas según e l procedimiento 

de la  invención han perdido la  mayor parte de sus centros 

aglutinógenos y, por consiguiente, estas Brucellas no deben 

provocar la  formación de anticuerpos aglutinantes como con­

secuencia de su inyección en e l organismo.

En conclusión, la  vacuna preparada a partir de las  

Brucellas modificadas según e l procedimiento de la  inven­

ción se d iferencia de las vacunas conocidas por las caracte­

r ís t ic a s  siguientes:

-  El estado inactivado las diferencia de la  vacuna del tipo

B .19.

-  La ausencia de coadyuvante las diferencia de las vacunas 

inactivadas clásicas de los tipos 45/20 o H. 38 (vacuna

de Renoux).

-  La sensibilidad  a la  l i s i s  por e l lau rilsu lfa to  sódico! .per 

mite comprobar el carácter modificado de las Brucellas cor 

respecto a la s  otras Brucellas.

-  La ausencia de anticuerpos anti-Brucellas observables por

la s  globulinas fluorescentes permite diferenciar la  vacu­

na de la  preparada por e l procedimiento de Pilet-Bonneau.

-  In  v ivo :

En conejos:

La vacuna preparada por e l procedimiento de la  inven-- 

ción, con o sin tratamiento u lterio r con lau rilsu lfa to , se 

compara con una vacuna con la  Brucella o rig ina l.

Los anticuerpos aglutinantes son investigados en e l 

suero de los conejos tres semanas después de la  vacunación.

Se obtienen los resultados siguientes:

30
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50 x 10  ̂ Brucellas originales 30.000 U .I.

Vacuna modificada (50 x 10  ̂ gérmenes) 3^750 U .I.

Vacuna modificada y tratada con lau -

r ilsu lfa to  (50 x 10  ̂ gérmenes) 10 U .I.

En bovinos:

Unos lotes de 5 bovinos reciben una dosis de vacu­

na preparada por e l procedimiento de la  invención y trata­

da o no con lau rilsu lfa to . Los anticuerpos aglutinantes son 

investigados en e l suero 3 semanas después de la  vacunación. 

Se obtienen los resultados siguientes:

Vacuna no tratada por lau rilsu lfa to  60 U .I .

Vacuna tratada por lau rilsu lfa to  6 U .I.

Se ha realizado una experiencia sobre un lote de 

32 bovinos inoculados tres veces consecutivas con la  vacuna

15

20

25

no tratada con lau rilsu lfa to .

El gráfico anexo da la  evolución media de los anti­

cuerpos aglutinantes y de los anticuerpos incompletos des­

cubiertos por e l ensayo de Coombs, en animales que han su­

frido una primera vacunación V̂  en el tiempo To, una segun­

da vacunación Vg dos meses después y una tercera V^ doce 

meses después.

Esta vacuna preparada a partir de Brucellas modifica-- 

das según la  invención y no tratada con lau rilsu lfa to  sódi­

co se caracteriza, por lo tanto:

— por una parte, por su escasa reactividad en anti­

cuerpos aglutinantes, produciéndose siempre la  desaparición 

de las aglutininas en el periodo prescrito de 3 meses;

-  por otra parte, por una reactividad marcada en an­

ticuerpos incompletos (reacción de Coombs), sobre todo des-

30
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pues de la  segunda operación.

Estas características son específicas de la  vacuna 

modificada según la  invención. La diferencian de forma in­

d iscutib le de las vacunas aglutinógenas (vacunas tipo B. 19, 

vacunas tipo H. 38).

4) Características antiaénicas

a) Control de la  actividad antigénica sobre ratones 

de la  vacuna preparada según la  invención:

Unos lotes de 10 ratones son vacunados por vía intra- 

peritoneal y subcutánea con dosis variaoles de vacuna an ti- 

brucélica inyectada bajo un volumen de 0,3 mi; es decir,

0,3 mi de una dosis que contiene 10.10^ U.I./ml, después 

1/3, 1/9 y 1/27 de esta dosis.

La antigenicidad se compara con la  de una suspensión 

de las mismas dosis de Brucella o rig in a l, no modificadas 

(vacuna de re ferencia ).

La prueba se rea liza  15 días después de la  vacuna­

ción por inoculación intraperitoneal de 50.000 gérmenes de 

la  cepa 544. Los ratones son sacrificados 8 días después 

y se procede a una evaluación cualitativa  de la  infección  

que va de 0 a ++++ y una evaluación cuantitativa por numera­

ción sobre un molido del conjunto de las  ratas de un mismo 

lo te .

Los resultados se dan en la  siguiente tabla: 

---------------------------------------------------^

\
\

30
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1 0,3 mi de 1 dosis de 0,3 mi de 1/3 dosis ae 0,3 mide  
vacuna de vacuna s_e vacuna de vacuna según vacuna de 

Núm. de referen gún la  in referen la  inven referen  
ratones cia vención cia ción cia

1/9
vact

l í

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 -o

Número me­
dio deBru  
celias por 
g de rata

0 90 no deter 
minado

no deter­
minado *0

20

\



0,3 mi de 
vacunada 

referen  
cía

1/3 dosis qe 
vacuna según 

la  inven 
ción

0,3 mide  
vacunada 

referen  
cia

1/9 dosis de 
vacuna según 

la  inven 
ción

0,3 mide  
vacuna de 
referen  

cia

l/27 dosis 
de vacuna 
según la  in  

vención

Testigo 
la  inft 

ción

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 ++

0 0 0 0 + + ++

0 0 0 0 + ++ ++

+ 0 0 0 +++ +++

++ 0 0 + ++ +*+ +++

no deter 
minado

no deter­
minado *0 120* 400 1600 70.000

\
\
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b) Comparación de la  antigenicidad de las Brucellas 

modificadas o no y tratadas o no con lau rilsu lfa to  sódico.

Los ratones son vacunados siguiendo e l mismo protoco­

lo que en la  experiencia anterior y los resultados de la  

evaluación cualitativa de la  invención están expresados en 

la  tabla siguiente.
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1 Influencia del tratamiento con lau rilsu lfa to  sobre

5

10

Brucellas normales

Residuo después del Residuo
tratamiento con lau - Cultivo to ta l antes tratamie

Dilución de r i lsu lfa to  del tratamiento r i l
las vacunas Puro 1/3 1/9 1/27 Puro 1/3 1/9 1/27 Poro 1/

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 0 ++ 0 + 0 0 0 0 0

5 0 + 0 0 + 0 +

Poder ag lu ti­
nante (conejo) 4000 30. 000

SO



^amiento con laurilsulfato sobre la antigenicidad de las Brucellas

normales Brucellas modificadas

Cultivo total antes 
del tratamiento 

Puro 1 /3  1/9  1/27

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0

0 0 +

30 . 000
5 ' ,

Residuo después del 
tratamiento con lau— 

r ilsu lfa to
Puro 1/3 1/9 1/27

0 0 0 0

0 0 0 +

0 0 0 +

p 0 0 +

0 + + +

10

Cultivo total antes 
del tratamiento

Puro
0

1 /3
0

1/9
0

1/21
0

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0 ++

3750
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Por consiguiente, e l procedimiento descrito en la  

invención (cu ltivo en presencia de suero anti, inhibidor de 

los antígenos aglutinantes y tratamiento con lau r ilsu lfa to ) 

no modifica las propiedades antigénicas de las Brucellas.

En resumen, la  Patente de Invención que se so lic i

ta deberá recaer sobre las siguientes:

10

13

20

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparación de una vacuna 

antibrucélica, caracterizado porque en una primera etapa se 

desarrollan las baterías Brucella en un medio adicionado cor 

suero anti-Brucella, realizándose varios subcultivos sucesi­

vos, en una segunda etapa se recogen los Brucella así cu lt i­

vados y que han experimentado una modificación del geno cipo, 

y se las inactivan mediante un procedimiento conocido en si 

y principalmente mediante la  acción del formol.

2. Un procedimiento según la  reivindicación 1, ca­

racterizado porque en la  primera etapa se rea lizan  de 10 a

30 subcultivos de bacterias Brucella.

3. Un procedimiento según la  reivindicación 1, ca­

racterizado porque en la  primera etapa se adiciona un medio 

de cultivo de 0,5 a 20% de suero anti: Brucella con un títu -

25

lo de 2000 U/ml.
4. Un procedimiento según la  reivindicación 1, ca­

racterizado porque en la  segunda etapa se trata la  suspen­

sión de Brucella modificada, inactivada con 1 /oo a 1% de 

lau rilsu lfa to  de sodio para eliminar las  aglutininas restan­

tes.
5. Se reivindica por último como objeto sobre el

30
que ha de recaer la Patente de Invención que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE UNA VACUNA ANTIBRUCELICA.
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