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solicitada en Tapafia a favor de PIEWRE PABRE S.A., de naciong
lidad francesa, domicilinda en 125, rue de la Faisanderie,
7501¢ Paris, Francia, por “Procecdimiento para la preparacidn
de vacunas scelulares”, con prioridad de la solicitud france

ga 75 10252 de fecha 2 sbril 1975, = = o = = = = - - - -~ -

FEEORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn, realizada en el Centro de In
vegtigaciones Pierre Fabre, se refiere a un procedimiento pa-

ra la prepayacidn de VACUNAS. = = = = @ = « w - w « - “ o« -

P4e particulemmente, la presante invencidn se refig
re a las nuevas vacunes acelulares, a base de 4cido ribonu-
cleico (ARN), asociamcdas a unos lipopolisacdridos y & unos no

lisacfiridos membranarios estraldos de dbacterias, = « = «w « «

Les vacunas de la técnica anterior, nunque eficaces,
tienen una retividad antigénica que varfa segin los gérmenes
y el tipo de proparacifén utilizadoa: cuerpos microbisnos muer
tos, atenuados o lipados. ®n todoe log casos, la actividad an

tigéniea de estam vacunas ss netamente inferior a ls de loz
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Para evitar este inconveniente, ha sido pues interg
sante poner a punto unss nugvas vacunas que no sufran ninguna

pdratda de actividad antigénica en el curpo de su praparacidn.

Ln presente irmvencidn deascensa sobre la observacidn
de que el poder antigénico de clertos gfrmenss se halla loca-
lizado a nivel del ARN y que es pues posible preparar unas va
ocunag acelulares a base de ARN (ver en particular Infect. and
Tmmunity, 1, 574«82, 1970). Sin embargo, uno die los problemas
mayores de eate tipo de vacunas ee el cardoter relativamente
14bil del ARN, ora puss interesante poder ssoeciar sl ARY un
adyuvante que nosgura la estabilizacidn del ARN para permitir
le conpervar una aceidn antigénica semejente a la de las cblu

Para ello, la presante invencidn propone una vaouns

. acelulsr que comprende lom 4cidos ribonucleicos de log gérme~

nes que corresponden n la vacuna ea msocireidn con unos lipo-
poligacdridon y unoe polisacéridos membranarios extrafdos de
los mismos gérmenee o de otras bacterias, mie particularsente
de bacterims de los tipos Klebeiella, Serratie y Corynebacte-

rium' Y A am B N NN G W MR e SN R AR GBS e e e R e @R A e W

BEntre las bacterias cuyos lipopolisacdrides y poli-
gachridos son mde particularmente utilizables, es preciso ci-

tar, en primer luger, las bacterias sigulontes: « « = « « « =
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#lebsielln

Elebsiella pneumonias
Klebaiella rhinoscleronatis
Serratia

Serratia corallina
Serratia indiocs

ferratia keilensis
Serratia kiliengis
Serratia marseocens
Serratia plymuithica

Corynebacterium

Corynebacterium avidum
Corynebacterium bovis
Corymebacteriun ensymicun
Corynebacteriusn squi
Corynebactsriun faseciansg
Corynebacterium {laccumfaciens
Corynebacterium flavidum
Corynebacterium fusiforme
Corynebacterium granulosem
Corynebacteriva helvolum
Corynahacterium hypertrophicans
Corynebncterium ingidiosum
Corynevncterium ligqueiaciens
Corynebacterium parvum
Cayynebacterium parvum infectiosum
Corynebacteriun paurometalolum

Corynebacterium pyogenes



Corynabacteriun tumescens

Corynebacteriumn xorosis

Ademds 1la presente invencidn se refiere mfe particu
larmente a una vacuna bronco ORL que contiene los constituyen

5. t!ﬂsiguianteax - e e GH W er e W M wv W M me W ww A

ARYE ribomomal de ¥lebsiella Pnoumonine

L 1

]

ARN ribosomal de Hamophilus Influengne

t

ARN ridvosomal de Straptococcus Aiz

$

ARY ribomomnl de Pnaumscomque tipo II

10. Lipopoligacdridos membrmmarios de Xlebsiells

ung vacuna antipiorreica que contiene los constituyentes ei~

wimtea‘ L . . B e e e e W N MR am am e W R e b R e

~ ARN ribosomal da Rothia Dontocariosus
~ ARV ribogomal de Straptocoque mutant Salivariue
15 = ARH ribosomal de Lactobacille Casel

~ Lipopolisacdridos mesmbranarios de Serratis
Karcescans,

una vae-ng intestinel que contlene los constituyentes sigulen

ARN rihosomal d4e Bacterium coli

ARH ribosomnl de Salmonells Para Typhia A
ABN ribosomal de Salmonella Psra Typhie B
ARY ribosomal de Shigella dysentarias

ARN ribomomal 1'™mterocoeccus

'

25, = Lipopolisacéridos membranarios de Serratia
Narcescens.
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Estas vacunae comprenden, preferentemente, entre
100 y 200 psrtes en peso ds lipopolisacdridos membranarios

por 100 partes en peso de ARY pribosomales en totale = = = =~

Aunque en lae vacunas precedentes los lipopolisach
ridos membranariops sean extrafdos de un sslo tipo de bacteria,
es poelbls utilizar unos lipopolisacéridos membranarios ex—

trafdos de varioe tipos de bactoriags,. « w =« -« = «w w =« w = «

Por “gérmenee que corresponden a las vacunas™, debe
entenderse que se utilizan los mismos gérmenes gue los utili
gados en una vacuna con gérmenem microbianos muertos, atenug

80 6 lisados de ls téonlica anterior, « w w v e« v = w w .

L] presente invencién se refiere también o un pro-
cedimiento vara la preparacidn de vacu~as acelulares & base
de ARN, caracterizado porque se mezclan los ARH del o de los
gbrmenes que corresponden a las vacunag con loe lipopolisacd
ridos y los polisncéiridos extrafdos de las membranss de los

mismoa gmérmenss 0 de otrga hacterisg, = « = - = w w = = - =

Este procedimiernto estd particularmente 3estiuado
m la preparacifn de las vacunas scelulzres citsdas proceden=
temente ¥y en particular de les vacunas bronco ORL, antipio~

rreice ¢ intestinsl menclonndag snterlorments. « = « «w v = -

Sn un modo de utiligacidn preferide 4el procedimien
to segin la precente invencidn, los lipopolismcdAridog y los
polisacdAridos mewbranarioe se extraen de una suspensibn acup

sa que contiene lasiembraanas por tratamiento con fonsl de la



suspeneidn acuosa, pudiendo eata operacién ser revetids va-
risg veces ontes de recupersr la solucidn acuosa asf obteni
da que contiene los lipopolisacfiridos y los polisacdridos
membranarior. Las dltimas trages de fenol se eliminan de la
Se fase acuosa preferentemente por didlisis de la solucidn amcug
ga contra agua corriente. La extraccifn ee conducida prefe-
rentemente en caliente a una temperatura comprendida entre
aproximadamente 40 y S09C y de mesnera afn preferida a 65¢C

con ung solucidn de fanol Al 9%, = e * e w w w - - - - -

10. La suspensién de membranas se obtiene preferente-
mente & partir de un molido homogéneo de glrmenes por uns
primera centrifugacifn vajo una acelcracidn tal que se pedi
mentan lag célulsz intactas y unos reslduoe celulares, des—
puéde una segunia centrifugacidn bajo una aceleracifn que asg

15 gura la sedimentacién de las membranas pero no Je los ribosg
mas, nde particularmemte, la primera sedimentacién se reali~
ga bajo unm aceleracién del orden de 5.002 a 10.000 g ¥ la
segunda sedimentacién bejo una mceleracidn de 30.000 a 50.000

a. W N e G WM e M o B W MR G TR W M G A ar A W i W @ e S W e R

20, 7l segundo residuo de centrifugscidn que contlene
las membranas es entouces puesto en suspensidn en un solven-
teo acuozc, tal como agua destilada por ejemplo, para consti-

tuir la suspeneifn que serd extrsida con fenol. = = = = = =

Praeferentements, sntes de la segunda centrifugacidn,
25. 1la polucifn es tratada por demoxirribonucleasa por incuba-

cidn & 15¢C durante 30 minutof. = = = = « @« « « «w « =« - -
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Yan ol modo de utilisacldn preferido del procedi-
miento seglin la presente iunvencidn, el ARN se prepara a par~
tir de un molido homogdneo acuoso de gérmenss, del cual se
extraen por una o variss centrifugaciones las célulee intac
tas, los residuos celulares y las membranas, la solucidn ab
tenida, que contiené les ribosomes, es a continuaclén preci
pitada con polietilenglicol y sl precipitedo es a continua-
cldn puesto 3e nuevo en euspensidn an eolueidén acuces, prefe
rentemente en ur tampbn fosfato 0,01 i a pH 7,1 a 42C, y des
puds tratado una o variss veces con fonol extrayendo ceds
vez la fasge acuosa y separando la fase orgdnica, la f{ase
acuoge contieme el ARH. In una variante, la fese orgénics de
extraceifn contiene fenol, dodecileulfato de sodio y EDTA bg
Jo‘forma de sal disfdica, preferentemente esta fase contiene
fenol al 30f equilibrade en el mismo tampén fosfato que el
de la suspensibn, 0,57 de dodecilsulfato de sodlo y 0,001 W

GQE‘DT‘A' W Ay e M MR e e S G G e MR G W W ML W WP BRI AR T W W e

La extraccifn se realiza preferentemente en calien
te a una ftemveraturs comprendida entre aproximadsmente 40 y
T09C, preferentemente a los alrededores de 65°C, despuds se
realiga la extraccidn de las fases prefercntemente a 42C. ¥l
fenol resiguml es eliminads de la fase acuosa por técnicas
conocidan cowo la extraceldn con éter. Se recupera el ARN de
la solucidn scuosa por precivitacidn, por ejemplo, con la
ayuds de otanol, si es necewario el &ter residual es eliming
do previamente de la solucién acuosa por gjemplo por un bar-
bWoteo ds gas inerte tal como el aitrégenc. Queda cutendide

que el ARN puede ser extrafdo de los gérmenes vor otro vroce
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dimiento, por ejemplo el dsecrito en Infect. gnd Immunity,
1, 974~22, 1970. Asocisnde el ARN ribosomal asf obtenido 2
los lipopolisacéridos y polisacdridos membranarios prepara-

dos anteriormente se obtieng una vacuna segdn la pressnte in

vmei&lu - an W Ay S S Gk GR W ) TY B LD W W D WD dn W W W W W Y

Cuendo los lipopolisacéridos y loe polisacdridos
sembrannrios se extrasn de los mismos gérmenes que los que
han servido para la preparacidn del ARR, la extraccidn del
ARY ribosomal s partir del molido se resliza en dos tiempos,
uana primera centrifugacidn gque permite sedimentar las célu-
las intactas y los residuos celulares, y una segunda centri-
fugacidn que parmite sedimentar las membranas dejando los ARN
ribosomales en eolucién. Finalmenta, cusnio los gérmenss tra
tados mon de varios tipos, se les pusde tradar o bien juntos,

1l molido homogéneo Jdo gérmeunes ea prepara tanto
por la extraccidn del ARYN como e los lipopolisscdridos y de
los polisacdridos, preferentemente a partir de un cultivo
bacteriano lavado en un tampdén fosfato 0,01 M a pd 7,1, dog-
puén se tomas de nuevd en el mismdo tsmpdn fopfato que contie-
ne ¥gll, 107y ¥y 3x 1674 ge sulfato de polivinilo para dig

ninuir ln gotividaed de lsg ribonuclemsar onddgenase = = = =

La suspencidn bacteriana mel obtenidm es ontonces
molida oon el YWenton~Caulin hajo una prepifn del orden de

630 kg/amz ¢ bien por tratamiento con ultrasonidog. = = « -

Los ensayos siguientes han permitido poner em evi
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dencia la activided de las vacunas segin la prepeate inven-

cidn y particularmente de las vacunss siguientes: = = — ~ =

Yacuna broacho ORL

= ABN ribvosomal de Xlebsiells Pneumonife cconscocesse 35

-~ ARN ribosomnl de Hemophilu® INTlUSNZSL eccascccccnca

(9]

- ARN ribﬂ”om&l Jde streptococcua A.Tz vvssseconavsveeven 36
=~ LRI ribosomal de Pooumocoque Bipd II .seevsesccccsves 30
- Lipopolisacéridos membranarios de Klebsiells cceeee 150

Vacunn sntipiorréica
= ARE ribomomal de Rothia Pemtocariopus cceeecccecsnes 33

« AEN ribosomal de Streptocoque Butent Salivarius ... 33
=~ ARN ribosomal de Lactobacille Capel cecesccvecscees 33

- Lipopolisacdéridos membranarios de Serratias Harcescens 150

Vacuna intestingl

= ARE ribosomal de Bacterium Coll cecsecsscscecccanes 30
= ARR ribosomal de Salmonella Pars Typhie A cocnnseee 23]
- ARN ribosomal de Ralmonells Para Typhie B cececvene 20
- ARN ribomomal de Shigello dysanteriae cceeesveeccece 10
= ARN ribosomal A'EnterocoCCUS seccsscsccvessccosanes 20

~ Lipopolisacéridos membranarios de Ssrretia Harcescens 150

1l animal ensayadc, rata o conejo, es inmunizado
con la ayuda de una vacuna segin la presente invencidn y deg
erita snteriormente. Para elle, en la rata se procede a una

inyscoidn cade dos dfas por via subcuténea de 2, 12y 24 Y



Habiendo durado la inmunizecién 45 dfas, se paran
lag inyecciones durante 15 dfms y se procede a una nueva in
yecoidn 48 horas antes de la puncidén del animal por via in-
tracardianca, la smgre as recoge y el suero as estudiado en

5 Ouchterlony y en inmunnelectrodifusidn contrs el antigeno
bacteriane total del cuzl se ha extraldo el mntigeno riboso

mal. Wi e W R W R NP e M A AR e S W e A MY W R s g VR e e e e e

-~ un lote tastigo de animales no tratadog, = = -

10. - un lote de animales vacunados con el antigeno bac

« un lote de animales vacunndos con la vacuna se~

gin la presente invencifén con 23', - .-

- un lote de enimales vacunadng con la vacuna se—

15 gén la presente invencidn con 12y, y - = ~ = -

- un lote de animeles vecunados con la vacuna go-

edn la presente invencidén com 24 fo ==

In Quchterlony, los sueros de los animales vacung
dos con la ayuda de ln vecma segin la presente invencién con

2. tienen todns las fracciones antigénices de 1m bacteria, cual
guiera que sea la dosie inyectada, como log animales que han

repibido sl entigeno total, = = == v v v v e wa

fn inmunoelectrodifusidn, en lae ratas vacunadas
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con la syuida de la vacuna segdin la presente inveneidn, se
ven aparecer los anticuerpos mucho mds rdpidamente y en cen

Fl podar vacunante de estas vacunas es por tanto
superior al de las bacterian de lms cunles se oxtrasen y el

plazo de aperiocidn de los anticuerpos es mis corto. = « = =

Tetas vacunas son utiligablese para el tratamiento
de las mismas enfermedades infeccioses que las vacunas de
otros tipos correspondientes y quas estén preparadas a partir

de los mismos gérmenes muertos, atenusdos 0 lisados. « - -

A fin de ilustrar la puesta en préetica del proce-
dimiento segin la presente invencidén, se desoribs a continua
cidn el modo de pussts en prictica preferido del mismo., - ~

Preparacidn del ARN ribosomal

Lae cepas bacterianas utiligaias se aiplan a par-
tir de extracciones patoldgicas. Lstos gérmenes mon reacti~
vados por paso sobro unos enlmales de laboratoric, en el
ajemplo waas ratas, y conservados en uncs medios de ocultivo
apropiadon. A partir de laee cepas asl obtenidas, se preparan
los inoculados inseminando cade gérmen en un medio nutritivo
1iquido que se incuba 24 horas a 3520, Bsto inoeculum ep uti-
lizado para inseminar una baterfa de feormentador destinada
e le preparacién de las vacunas. Despuds de 24 horas de cul
tive bajo sgitacidn, las oflulas bpeterisnas se recogen por

paso del wmedioc por un clarificador del tipo Sherpless. Dichas
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oflulas son o continuacida lavalss con un tawpdn fosfato 0,01
ma pd 7,1, despuée tomedas de nuevo en un tempbn foefato
0,01 ¥ com pH 7,1 que contiene ﬁgClz 10"2 y3ix 10"'4{' de sul
fato de polivinilo, La suspensidn bacteriana es entonces mo-
1lida por pamo por el Eanton~Baulin a G30 kg/cmz (3 pagoa) ¥
a 49C. Este molido puede ser tembién realizado por trate-

mignto de la suppensidn con ultrasonidos. = = = = = = « = =

Fl molido celular asl obtenido es centrifugado Ju-
rante 15 minutos a 2500 vueltas por minuto a 48C. Fl eolbrena
dante es adicionado con 5 fxg/ml de desoxirribonucleasa ¢ in-
cubndo durante 30 minutos s 15%C. Les wzembranae son entonces
sedimentadas por centrifugacidn 30 minutos bajo una acelera-
cidn del orden de 30 a 40.000 g y & 47C. Se pracipitan los
ribogomas en el sobrenadente por adicidn de 100 g/l de polig
tilenglicol 4.000 a 49C durante 30 minutoe. Loz ribosomas
precipitados ee rescogen por centrifugscién 10 minutos a

10.0003’&490. B M e W SR AR M ae e e e e W W AR B BE R W e W

¥l residuo de centrifugnceidn os pueeto de nuevo en
suepensidn en wn tampén RKosfoto 0,01 ¥, pi 7,1 a 45C. T a
continuacidn adicionado con un mismo volumen de fenol al 307
previamente equilibrado en el mismo tampdn, pero que contiew
ne ademse 0,57 de dodecilsulfate dc eodio y 0,001 K de dcido
stilendiaminotetrecético en formz de sal disddicn. Teta meg
cla es entonces llevada a C59C durante 10 minutos bajo eagits
cién vigorosa, deepués enfrisda a 4#C. La fase ascuosa €8 en=~
toncas extrafda y reextrafda en las mismas condicionss con

fenol. Las dos nuevas fases obtenidns a0n eeparadas por cenw
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trifugacién bejo 10.000 g durente 5 minutos a 4¢C. %a extraen
cuidndosaments log 4/5 de lz fage acuosa que son a continuge
cién extrafdog tres veces con un volumen de éter dursnte 3 mi
nutos 2 temperatura smbiente a fin de olimimar el femol resi

dual. WH M MR e B W BE W WD W T WP P TR R GO DY G WD WS WP W W W AR W

Sz aliminan loe residuoe Ge éter por wa barhoteo
de nitrdgeno y se precipita el ARY por sdicidn de 2 voldme~
nes de etanol al §5% = 2090 durants 4 horas, despuds ds haber

ajustado la fase acuosa 2 0,1 H e Tglly, = = = = = = « = =

TLa suspensidén se centrifuga 10 winutos a 10.000 g
¥y el residuo de ARN es disuelto en un tampdn fosfsto 0,01 R
a pH 7,1 a 4°C. Re obtiene asf el AW ribosomal que podrd ser
utiligado en las vacuna& segin lg presenta invencidn en aso~

ciacidén con los lipopolisacdridos y los polisacéridos membrs

Prenaracifn _de los lipopolissedridos y de los poli-
sacdridos membranarios

El molido homogéneo le lms bapcterias destinadas a
proporcionar lee lipopolisacdridos y lee polisacfridos memw
btranarios se prepara de la wisma manersa que la que ge ha deg
orito para la preparecidn de los ARH ribosomales. Daespués eg
te molido homogédneo es centrifugadb eomo anteriormente duran
te 15 minubors a 2.5G0 vueltas por minuto a 42C. Fl eobrensg-
dante es adicionsdo con desoxirribonucleasa e 5 pg/ul e incy

bado 30 minutos a 159C. Lae nmembranns son entonces sedimenta
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dae por centrifugacisn bnjo una aceleracidn el orden de 30

3500a008349(}. e e W e N e W W e e M e e e

Bl repidus gef obtenido es puegto de nueve on pus~
pensidn an agua destilada a G59C, despuds se adiciona a 1ls
misma temperatura un mismo volumen de una solucidn de fenol

alg%. WP GP M W B am mm W e Gp TS MR ws e SR e Wh SE MR W W W e ER W e

So ngita vigorosamente durante 5 minutos, después
se enfria bruscamente s 49C. Lae dos fases se separan por cen

trifugacidn a 3.000 vueltos por minuto durante 30 minutos. -

La fase ncuosa gs extralda culdadosmnente, despuls
dislizala contra ngua corriente hasta eliminacién del fenol.
Tl dialisado interno contiene lom lipopoliaacﬁrizioa ¥y los po
lisacdridos membranarine que, mezclados con los ARN ribosoma
les prevarados proecedentemente, constituirda la vecuna sagly

lo pregente Invancidi. e o o o = - - - - - - - o ...

Las vacunas sefun la vresente inuvencidn son dtiles
tanto en mediciig humena como en medicina veterinaria y pue-
den proesentarse bajo cualpuiera de lme formase conocidas para
el acondieionsmiento de lae vacunas, narticularmente en for-
»8 Ade perosoles eecos, ampolles liofiligadas inyectailas, su

positorios, tabletas 0 CAPSULAR. « = = = = = = « « = = - -
H € ¢ 2

%e declaran de novedad y propiesdad para Repafla, sus 4

territorion y plagas de mobermia, lpe siguientess - = = « -
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REIVINDICACIONTRS

1.= Procedtimiento para la preporacidn de vasunes
acelulares, caracterizado porque se mezcla el deido ribonus
cleico (ARF) del o 4e loe gérmenes que corvesponden a lz vg

cuna y unos lipopolisacfrides y polismcfridss membranarios ex

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado porgue me mezolan entre 100 y 290 partes en peso de
lipopolisacéridos y polisacdridos por 100 partes en pess de

3.~ Procedimiento semin cualquiera de las reivindi
caciones 1 ¥y 2, caracterizedo porque loe lipopolisascdridos y
log polisacdridos utilizadoe se extraen de lass membranas de
becterias elegidan entre por lo menos uno de los géneros si-

gulentes: Llebeiells, Serratia, Corynevacterium,. o = = = -

4.~ Procediniento semin cualgqulera de las reivindi
caciones 1 o 3, carmctarizadc porque los lipopolisacdridos
y/0 los polisncéridos utilizados se extrasn de las membranss

de bacterias slegidns entyre = = « w e - v e o e o = - v - w

Klebgislla pneumoniae
Klebeiella rhinoecleromntis
Serratia corallina

tevratin indica
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Serratia iteilensis
Serratia kilienaie
Sarratia marsescens
Serratia plysuthioca

Se Corynebacteriun
Corynebacterium avidum
Sorynebacteriun bovis
Corynebactarium engymicum
Corynebacteriuvm egul

10. Corynebacteriun faseians
Corynebacterium flaccumfaciens
Corynebneterium flavidum
Corynebacterium fusiforme
Corynebacteriun grenulosmun

15. Corunebacterium helvolun
Corynebacterium hypertrophicang
Corynebactariun ineiclosun
Coxrynebactoriug ligquefaciens
Corynebacteriun parvum

204 Corynebactariun varvum infectiosum
Cormebscteriun paurometnbolum
Corynebacteriun pycgenes
Corynabacterium tumescens

Corynebacterium xerosic.

23, S5e= Procedimiento zegin cualguiera de las reivindi
caciones 1 x 2, caracterizado porque los lipopolisacéridos
y/0 lon polieacfridos se axtraen de las membranse de los gér

menss que oorrecponden 4 la VAGUNR. « = = = = w = @ - - = -



5.

1.

15

20.

€.~ Procedimiants eegin cuelquiers 4e las reivinal
caciones 1 a 5, caracterizado porque los lipopolisacérides
y/¢ los polisscéridos se extraen a partir de una suspensidn
acuosa de membranas por tratamiento de esta suspensidn con
fenol y extraccidn de la fase acuosas que contiene los lipope

ligsachridos y/0 los polisccdridog, = « o = = w = = = w o «

7.~ Procedimiento segin le reivindicaclén €, carac
terizads porque la suspensidn acuosa y el fenol se poren en

pregsencia a une temperatura comprendida entre 40 y 8040, ~ -

8.~ Procedimiento gegin cuslquiera de las reivindi
caciones 6 y T, caracterizade porque la fage acuosa gue oOnN—
tiene los lipopolisacériies y/o los polisacéridos es purifi-

onda por Jiflisls, -~ e m e mc e e m e .- — - -—-—

S~ Procedimiento segin cuaslquiera de las reiviadi
caciones € a 8, caracterizado porque la suspensidn scuosa de
membrenas se obiiene por centrifugacidn de un molido homogd~
neo d¢ gbrmenss hajo une aceleracién que sedimenta las cflu~
las intactaw y los residuos celuleras, eliminacidn.aei roni-
duo de esta centrifugacidn, y después centrifugacisn de la
fase sobrenadente bajo una aceleracidn que sedimentn las mem
branag pere no leg ribosomas y nueva toma del residuo de cen
trifugacifn que contisgne las membrenas por ung solucidn

10.~ Procedimiento segin cualquiers de les reivin
dicaciones 1 a &, caracterizado porque el AR de los gérme-

nec sa obbtiene por extraceidn de ung sclucidn acwosa de ri-



S

10.

204

23.

- 15 -

bosomas con la ayuda de una fase fendlica y extraccién de la

fase acuosa que contiene 8l ARN despuéde de extraccidn. - - -

11+~ Procedimiento semin la reivindicacibn 10, ca-
racterizado porque 1a faps fendlica contiene dodecilsulfnto

de podio y una sal disddica del &Scido etilendiaminotetracéd~

‘ﬁico' W e M W W e aE e e G e e AN B e WP e WA WR W e AR S W W e B

12.= Procediniento segin cuslquiera de las reivin

dicaciones 10 y 11, caracterizado porque la fame acuosa gue

_ contiene el ARV es precivitada con etemol s fin de recuperar

13+~ Procedimiento seqin cunlquiera de las reivin
dicaciones 10 n 12, caracterizado porgue la solucidn acucas
do ribosomn se obtiene a partir de un molido homogéneo de
pérmenas por centrifugacidn del molido bhajo unn acelergeidn
comprendida entre 20.000 y 40.000 g, eliminacién del residue
de cantrifugacidn, precipitacién del sobrenadante con poli-
etilenglicol, recuperacién del precipitado y ocuseta en solu

eidn do ente precipitado en una molucifn ACUOEBR., « = = = «

14~ Procedimionto segin cualquiera de las reivin
dieaclones 1 & 13, caracterizalo porque el o 1os molidos ho
mogéneon de gérmenes ¢s 0 son  obtenidos a partir de un cul
tivo o de gérmenes sometldo a la sceidn de un tampdén fosfato
que contiene clorure ds magnasia, sulfato de polivinilo, que
¢8 molido por paso por el manmton-gaulin o tratamiento por ul



1G.

15.

15.~ Procedimiento segln cualquisrs de las reivin-
dicaciones 1 & 14, caracterizadd porque los ARN se extraen
de Elebsiella Pneumoniae, flemophilus Influenszae, Streptoco-
ocus Aen, Proumocoque tipo II y loe lipopolisecdridos y loz

polisacdridos je Xlebsiella, = = = = = = = w v w v = = =«

16.= Procedimiento segn cualguiera de las reivin-
dlcaclones 1 a 14, caracterizado porque los ARN se extraen
de Rothia Dentocariosus, Streptocogue Sutont Salivarius, Lag
tobacille Casei, y los lipopolimacédridos y los polimacdridoes

17.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin
dieaciones 1 o 14, crracterizudc porgque los ARN se extramm
de Bacterium Coli, Salmonella Para Typhie A y B, Shigella
Dysenteriae, Enterococcus y los lipopolisacfiridos y los poli

sachiridos Se Serratia Harcescenfe = = w = = = w - - - - -~

10.= “PROCEDININNTO PARA LA PREPARACION DE VACUKAS
MELUIJARES“. ........ W M GR W WE AW Ee WP MR G WP W W Wy e

Todo e2llo conforme se describe v relvindice en la

presente memoria gue constn de diecinueve hojas foliadas y

b
mocenograliadas por unp sola de sue coras.

MADRID ~ 2 £2R. 1976
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