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por VEINTE años

solicitada en España a favor de PIERRS PABRE S.A., de naciona 
lidad francesa, domiciliada en 125, rué de la Faisanderie, 
730% París, Francia, por "Procedimiento para la preparación 
de vacunas acalulares", con prioridad de la solicitud franca 
aa 75 10252 de fecha 2 abril 1975. - - - - - - - - - - - - -

mnORIA DESCRIPTIVA

La presente invención, realizada en @1 Centro de In 
vestigaciones Pierre Fabre, se refiere a un procedimiento pa­
ra la preparación de vacunas. - - - - - - - - - - - - - - -

Más particularmente, la presente invención se relie 
re a las nuevas vacunas acelulares, a base de ácido ribonu­
cleico (ARN), asociadas a unos lipopolisacáridos y a unos po 
lisacáridos membranarios extraídos de bacterias. - - - - - -

Las vacunas de la técnica anterior, aunque eficaces, 
tienen una actividad antigénics que varia aagdn los gérmenes 
y el tipo de preparación utilizados: cuerpos microbianos muer 
tos, atenuados o lieados. En todos loe casos, la actividad an 
tigénica da estas vacunas es netamente inferior a la de los



gérmenes vivos

Para, evitar este inconveniente, ha sido pues intore 
santa poner a ptmto unas nuevas vacunas que no sufran ninguna 
pérdida de actividad aatigénica en el curso de su preparación.

La presente invención descansa sobre la observación 
de que el poder sntigénico de ciertos gérmenes ae halla loca­
lizado a nivel del ARN y que es pues posible preparar unas ya 
cunas acelularea a base de ARN (ver en particular Infect. and 
Immunity, 1, 574-82, 1970). Sin embargo, uno de los problemas 
mayores de este tipo de vacunas es el carácter relativamente 
lábil del ARN, era pues interesante poder asociar al ARN un 
adyuvante que aseguro la estabilización del ARN para permitir 
le conservar una acción aatigénica semejante a la de las célu 
las vivas.

Para ello, la presente invención propone una vacuna 
aoelular que comprende los ácidos ribonucleicos de los gérme­
nes que corresponden a la vacuna en asociación con unos lipo- 
polisacáridoa y unos polisacáriáos membranarios extraídos de 
los mismos gérmenes o de otras bacterias, más particularmente 
de bacterias de los tipos Klebeiella, Serratia y Corynebacto-

Rntre las bacterias cuyos lipopolisaoáridos y poli- 
sacáridoa son más particularmente utilizablea, es preciso ci­
tar, en primer lugar, las bacterias siguientes: - - - - —  -



K le b s ie l l*

Kiebsieila pneumcniae 
KlsbaieUa riü.nosderomatÍB 
Serratia
Serratia corallina 
Serratia indica 
Serratia keilensis 
Serratia kiliensis 
Serratia marseecens 
Serratia plynaithica 
CoyynebacteritHB 

CorynebacteriuB acvidum 
Corynebacterium bovis 
Corynebacterium ensymicuA 
Coiynebacterium equi 
Corynebacteriua fascians 
Corynebacteriuss flaccusfaciens 
Corynebacteriuüa flavidua 
Corynebacterium fusiforme 
Coryaebacteriuü! granulosum 
Corynebacteriua hclvolus! 
Corynebacterium bypertropbicans 
Coryne bacterinm ineidiosum 
Coryaebactcrium liquefaciens 
Corynebacterium parvuo 
Caxynebacterium parvum infsctiosum 
Corynebacterium paurometabolum 
CorynobacteriuHi pyogenes



Caiynebaetarium tumescena 
Corynebacterium morosis

Además la presente invención se refiere más partim 
larmente a una vacuna bronco OEL que contiene los constituyen 
tes siguientes! — — ^ — — — —

- ARN riboaomal de Klebsiella Pneumonías
- ARN ribosomsl de Hemophilus Influenzao
- M W  rib....9l de Ktr.pt.ccus A,,
- A W  riboaomal de Pneumoooque tipo II
- Lipopolisac&ridos membranarioa de Xlebaiella

una vacuna antipiorreica que contiene loa constituyentes si­
guientes! — — — — — — — - — — — — — —

- AKN ribosomal da Rothia D^tocariosus
- ABN ribosomal de Ptraptocoque mutant Salivarius
- ARN ribosomal Re Lactobacille Casei
- Lipopoliaacáriáos membranarios de Serratia 
Karcescens,

ana vac nn intestinal que contiene los constituyentes siguien 
tes:

- ARN ribosomal de Bacterium coli
- ARN ribosomal de Saliaonella Para Typbie A
- ARN ribosomal de Salmonella Para SCyphie B
- AM? ribosomal de Shigella áysentariae
- ARN ribosomal d'Nnteroooccus
- Lipopolisacáridos membreñarios de Serratia Karcescens.



Betas vacunas comprenden, preferentemente, entre 
100 y 200 partes en peso de lipopolisacáridos meabranarios 
por 100 partee en peso de AUN riboeotaales en total. - - - -

Aunque en las vacunas precedentes los lipopolieacé 
riáos membranarios sean extraídos de un solo tipo de bacteria, 
es posible utilizar unos lipopolisacáriáoe meabranarios ex­
traídos de varios tipos de bacterias. - - - - - - - - - - -

Por "gérmenes que corresponden a las vacunas", debe 
entenderse que se utilizan los mismos gérmenes que los utili 
zadoa en una vacuna con gérmenes microbianos muertos, atenúa 
dos o Usados de la técnica anterior. - - - - - - - - - - -

La presente invención se refiere también a un pro­
cedimiento para la preparación de vacunas acelulares a base 
de APN, caracterizado porque se mezclan los A8N del o de los 
gérmenes que corresponden a las vacunas con los lipopolisacA 
riáos y loe polisacAridoa extraídos de las membranas de los 
mismos gérmenes o de otras bacterias. - - - - - - - - - - -

Este procedimiento está particularmente destinado 
a la preparación de las vacunas acelulares citadas preceden­
temente y en particular de las vacunas bronco 0KL, antipio- 
rreica e intestinal mencionadas anteriormente. - - - ----  -

Sa un modo de utilización preferido del procedimien 
to según la presente invención, los lipopolisacAridos y loe 
polisacAridos membranariop se extraen de una suspensión acuo 
sa que contiene lasaembranas por tratamiento con fenol de la



suspensión acuosa, pudiendo esta operación ser repetida vm- 
rias veces antea de recuperar la solución acuosa así obteni 
da que contiene los lipopoligacáridoa y los polisacáridoa 
membranarios. Las ditimas trazaB de fenol se eliminan de la 
fase acuosa preferentemente por diálisis de la solución aeuo 
sa contra agua corriente. La extracción es conducida prefe­
rentemente caliente a una temperatura comprendida entre 
aproximadamente 40 y 30?C y de manera aán preferida a 65? C 
con una solución de fenol al 90%. ----------------------

La suspensión de membranas se obtiene preferente­
mente a partir de un molido homogéneo de gérmenes por una 
primera centrifugación bajo una aceleración tal que se sedi, 
mentan las células intactas y unos residuos celulares, des­
pués una segunda centrifugación bajo una aceleración que ase 
gura la sedimentación de las membranas pero no de los riboco 
mas, más particularmente, la primera sedimentación se reali­
za bajo una aceleración del orden de 5.000 a 10.000 g y la 
segunda sedimentación bajo una aceleración de 30.000 a 50.000 
R . ---------- -----------------------------------------

El segundo residuo de centrifugación que contiene 
las membranas es entonces puesto en suspensión en un solven­
te acuoso, tal como agua destilada por ejemplo, para consti­
tuir la suspensión que será extraida con fenol. - - - - - -

Preferentemente, antes de la segunda centrifugación 
la solución es tratada por desoxirribonucleasa por incuba­
ción a 15?C durante 30 minutos. - - - - - - - - - - - - - -



7

TSn ol sodo de utilización preferido del procedi­
miento según la presente invención, el ARN se prepara a par­
tir áe un molido homogéneo acuoso de gérmenes, del cuál se 
extraen por una o varias centrifugaciones las células intac

5. tas, los residuos celulares y las membranas, la solución ob
tenida, que contiene loe ribosomas, es a continuación praci 
pitada con polietilenglicol y el precipitado es a continua?- 
ción puesto de nuevo en suspensión en solución acuosa, prefe 
rentemente en un tampón fosfato 0,01 5! a pH 7,1 a 4^C, y des 

10* pués tratado una o varias veces con fenol extrayendo cada
vez la fase acuosa y separando la fase orgánica, la fase 
acuosa contiene el ARN. En una variante, la fase orgánica de 
extracción contiene fenol, dodecilsulfato de sodio y BOTA ba 
jo forma de sal disódica, preferentemente esta fase contiene 

15. fenol al 30% equilibrado en el mismo tampón fosfato que el
de la suspensión, 0,5% de dodecilsulfato de sodio y 0,001 S 
de BOTA. -----------------------------------------------

La extracción se realiza preferentemente en calien 
te a una temperatura comprendida entre aproximadamente 40 y 

20. 709C, preferentemente a les alrededores de 65^0, después se
realiza la extracción de las fases preferentemente a 4&C. 1S1 
fenol residual es eliminado de la fase acuosa por técnicas 
conocidas como la extracción con éter. Se recupera el ABN de 
la solución acuosa por precipitación, por ejemplo, con la 

25. ayuda de etanol, si es necesario el éter residual es elimina
do previamente ge la solución acuosa por ejemplo por un bar­
boteo de gas inerte tal como el nitrógeno. Queda entendido 
que el ARK puede ser extraído de los gérmenes por otro proce



dimiento, por ejemplo el descrito en Infect. and Immunity,
1, 574-3?, 1970. Asociando el ARN riboaomal así obtenido a 
loa lipopolisacáridoe y pcliaacéridos membranarios prepara­
dos anteriormente se obtiene una vacuna segJn la presente in 
vención. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - —  -

Cuando loe lipopolisacáridoe y los polisacáridos 
membranarioe se extraen de los miamos gérmenes que los que 
han servido para la preparación del ARN, la extracción del 
AUN ribosomal a partir del molido se realiza en dos tiempos, 
una primera centrifugación que permite sedimentar las célu­
las intactaa y loe residuos celulares, y una segunda centri­
fugación que permite sedimentar las membranas dejando los ARN 
riboaomalea en solución. Finalmente, cuando los gérmenes tra 
tados son de varios tipos, se les puede tratar o bien juntos, 
o bien separadamente. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

SI molido homogéneo de gérmenes se prepara tanto 
por la extracción del ARN como de los lipopolisacárldos y de 
los polisacáridos, preferentemente a partir de un cultivo 
bacteriano lavado en un tampón fosfato 0,01 K a pH 7,1, des­
pués se tome de nuevo en el mismo tampón fosfato que contie­
ne PgClp 1<A y 3 x 10**̂ % de sulfato de polivinilo para dis 
minuir la actividad de las ribonncleasas endógenas. - - - -

la suspensión bacteriana asi obtenida es entonces 
molida con el Manton-Gaulin bajo una presión del orden de 
630 kg/cm^ o bisai por tratamiento con ultrasonidos. - - - -

los ensayos siguientes han permitido poner en evi
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dencia. la actividad de lae vacunas segdn la presente inven­
ción y particularmente de las vacunas siguientes: - - - - - 

Vacuna broncho ORI
- ARN ribosotnal de Klebsiella Pneumoniae ...........  35

5. - ARN riboaomal de Hemophilus Influenzae ............ 5

- ARN ribosomal de Streptococcus A ^ ..........* 30

- ARN ribosomal de Pneumccoque tipo II .............. 30

- Lipopoliaacáridos mesbranarios de Klebsiella ...... 150

Vacuna antioiorróica
10. — ARN ribosomal de Rothia Pent ocarioeus ............. 33

- ARN riboaomal áe Rtreptocoque Sutsnt Salivarius ... 33

- ARN ribosoaal de Lactobacille Casei ............... 33

- Lipopolisacáridos membranarios de Serratia Marcescens 150

Vacuna intestinal
15* - ARN ribosomal de Sacterium Coli ...............   30

- ARN riboaomal de Ralmonella Para 3&phie A ......... 20
- ARN ribosomal de Salmónella Para T^phie B ......... 2Q
-* ARN riboaomal de Phigella dysenteriae ............. 10

- ARN riboaomal á'Rnterococcus ............. . 20

30. - Mpopolisacáridoa siembran arios de Serratia Kfarcescens 150

El animal ensayado, rata o conejo, es inmunizado 
con la ayuda de una vacuna según la presente invención y des 
crita anteriormente. Para ello, en la rata se procede a una 
inyección cada dos días por vía subcutánea de 2, 12 y 24 y 

25. de vacuna. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Habiendo durado la inmunización 45 diño, so paran 
las inyecciones durante 15 días y se procede a una nueva in 
yecoián 48 horas antes de la punción del animal por vía in- 
tracardiaca, la sangre se recoge y el suero es estudiado en 

$. Ouchterlony y en inmunoelectrodifusión ceaitra el antigeno
bacteriano total del cual se ha extraido el antigeno riboso 
mal*

Se utilizan 5 lotes de 10 ratas: - - - - - - - -

- un lote testigo da animales no tratados, - - -

10. - un lote de animales vacunados con el antigeno bao
teriano total, -

- un lote da animales vacunados con la vacuna se­
gún la presente invención con 2 ̂  , ----------

- un loto de animales vacunados con la vacuna se-
15, gdn la presente invención con 12 y, y - - - - -

- un lote de animales vacunados con la vacuna se­
gún la presente invención con 24^. - - - - - -

En Ouchterlony, loo sueros de los animales vacuna 
dos con la ayuda de la vacuna según la presente invención can 

29. tienen todas las fracciones antigánicas de la bacteria, cual
quiera que sea la dosis inyectada, como los animales que han 
recibido el antigeno total. -------------- - —  - — - -

En inmunoelectrodifüsión, en las ratas vacunadas



con la ayuda de la vacuna según la presente invención, ee 
ven aparecer los anticuerpos Rucho más rápidamente y en con 
ceatracionea superiores. - - - - - - - - - - - - - - - - -

El poder vacunante da estas vacunas ee por tanto 
superior al de las bacterias de las cuáles se extraen y el 
plazo de aparición de los anticuerpos es más corto. - - - -

Estas vacunas son utilizablea para el tratamiento 
da las mismas enfermedades infecciosas que las vacunas de 
otros tipos correspondientes y que están preparadas a partir 
de los mismos gérmenes muertos, atenuados o Usados. - - -

A fin de ilustrar la puesta en práctica del proce­
dimiento según la presente invención, se describe a continua 
ción el modo de puesta en práctica preferido del mismo. - -

Preparación del ASN ribosomai

has cepas bacterianas utilizadas ee aíslan a par­
tir de extracciones patológicas. Estos gérmenes son reacti­
vados por paso sobro unos animales de laboratorio, en el 
ejemplo unas ratas, y conservados en unos medios de cultivo 
apropiados. A partir de las cepas así obtenidas, se preparan 
los inoculados inseminando cada górmen en un medio nutritivo 
líquido que ee incuba 24 horas a 359C. Rete inoealum ee uti­
lizado para insominar una batería de termentador destinada 
a la preparación de las vacunas. Después de 24 horas de cul 
tivo bajo agitación, las células bacterianas se recogen por 
paso del medio por un clarificador del tipo Sharpless. Dichas



células son a continuación lavadas con un tampóa fosfato 0,01 
M a pH 7 , después tomadas de nuevo en un tampón fosfato 
0,01 M con pH 7,1 que contiene KgClg 10**̂  y 3 x 10**̂ % de sul 
fato de polivinilo. La suspensión bacteriana es entonces mo­
lida por paso por el Mantan-Gaulin a 630 kg/cnt̂  (3 pasos) y 
a 4*0. Este molido puede ser también realizado por trata­
miento de la suspensión con ultrasonidos. - - - - - - - - -

El molido celular así obtenido es centrifugado du­
rante 15 minutos a 2500 vueltas por minuto a 4*C. El sobreña 
danto es adicionado con 5^ug/ml de desoxirriBonucleasa e in­
cubado durante 30 minutos a 15*C. Las membranas son entonces 
sedimentadas por centrifugación 30 minutos bajo una acelera­
ción del orden de 30 a 40.000 g y a 4?C. Se precipitan los 
ribosomas en el sobrenadante por adición de 100 g/1 de polie 
tilenglicol 4.000 a 4<?C durante 30 minutos. Los ribosomas 
precipitados se recogen por centrifugación 10 minutos a 
10.000 g y a 4*0. — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

El residuo de centrifugación es puesto de nuevo en 
suspensión en un tampón fosfato 0,01 K, pH 7,1 a 4*0. Pa a 
continuación adicionado con un mismo volumen de fenol al 80% 
previamente equilibrado en el miaño tampón, pero que contie­
ne además 0,5% de dodecilsulfato de sodio y 0,001 K de ácido 
etilendisminotetracético en forma de sal disódica. Esta mea 
d a  es entonces llevada a 65*C durante 10 minutos bajo agita 
ción vigorosa, después enfriada a 4*0. La fase acuosa es en­
tónese extraída y reextraída en las mismas condiciones con 
fenol. Las dos nuevas fases obtenidas son separadas por cen-



trifugación bajo 10.000 g durante 5 minutos a 4cc. ?a extraen 
cuidadosamente los 4/5 ¿o la fase acuosa quo son a continua­
ción extraídos tres veces coa un volumen de éter durante 3 mi 
ñutos a temperatura, ambiente a fia de eliminar el fenol resi 
dual. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Se eliminan los residuos de éter por un barboteo 
de nitrógeno y se precipita el ARN por adición de 2 volúme­
nes de etanol al 95% a 2080 durante 4 horas, después de haber 
ajustado la fase acuosa a 0,1 M en NaCl. - - - - - - - - -

La suspensión se centrifuga 10 minutos a 10.000 g 
y el residuo de ARN es disuelto en un tampón fosfato 0,01 M 
a pH 7,1 a 4SC. Pe obtiene así el ARN ribosomal que podré, ser 
utilizado en las vacunas según la presenta invención en aso­
ciación con los lipopolisacáridos y los polisacéridos membra 
aarioa.---- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Preparación de los lipopolisacéridos y da los poli­
sacéridos membranarios

El molido homogéneo de las bacterias destinadas a 
proporcionar los lipopolisacáridos y los polisacéridos taam- 
branarios se prepara de la misma manera que la que se ha des 
orito para la preparación de los ARN ribosomales. Después ea 
te molido itomogéneo es centrifugado como anterionsacLte duran 
te 15 minutos a 2.590 vueltas por minuto a gsC. gi sobrena­
dante es adicionado con desoxirribonucleaaa a 5 ̂ g/ml e incu 
bado 30 minutos a 15^9. Las membranas son entonces sedimenta



dae par centrifugación baja una aceleración del orden de 30 
a 40*000 g a 48(3* — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

El residuo asi obtenido es puesto de nuevo en sus­
pensión en agua destilada a 65* C, áespuáe se adiciona a la 
misma temperatura un mismo volumen de una solución de fenol 
al 90%. - - - -  - —  - - -------- - - - - - - - - - - - -

Se agita vigorosamente durante 5 minutos, deapuóa 
se enfría bruscamente a 40g. Las dos fases se separan por cea 
trifugaclón a 3*000 vueltas por minuto durante 30 minutos. -

La fase acuosa es extraída cuidadosamente, deapuós 
áializada contra agua corriente hasta eliminación del fenol. 
El dialisado interno contiene loe lipopollsacáridoa y los po 
lieac&ridoa membraaarioa que, mezclados con loa ARM riboeoma
les preparados precedentemente, constituirán la vacuna sag%t$ 
la presente invención. - - - - - - - -  - — - - - - - - - -

Las vacunas según la presente invención son útiles 
tanto en medicina humana como en medicina veterinaria y pue­
den presentarse bajo cualquiera de lae formas conocidas para 
el acondicionamiento de lae vacunas, particularmente en for­
ma de aerosoles secos, ampollas liofillsadae inyectables, su 
positorios, tabletas o cópeulae. - - - - - - - - - - - - -

M O T A

Se declaran de novedad y propiedad para España, sus 
territorios y plazas de soberanía, lae siguientes: - - - - -
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R E I  V I N D I C A C I O N  P2

1. - Procedimiento para la preparación de vacunas 
acelulares, caracterizado porque se mezcla el ácido ribonu­
cleico (ARN) del o de loa gérmenes que corresponden a la ya

5. cuna y unos lipopolieacáridos y polisacáridoe membranarios ex
traídos de bacterias.

2. - Procedimiento según la reivindicación 1, carao 
terizado porque se mezclan entre 100 y 200 partes en peso do 
lipopolieacáridos y polisacáridos por 100 partes en poso de

10. ácido ribonucleico.

3. - Procedimiento según cualquiera, de las reivinái 
caciones 1 y 2, caracterizado porque los lipopolisacáriáoe y 
los polisacáridoa utilizados se extraen de las membranas de 
bacterias elegidas entre por lo memos uno de los géneros si-

15. guiantes: Klebsiella, Serratia, Corynebacterium. - --- - -

4. - Procedimiento según cualquiera de las reivindi 
eacionee 1 a 3, caracterizado porque los lipopolieacáridos 
y/o los polisacáridoa utilizados se extraen de las membranas 
de bacterias elegidas entre - - - - - - - - - - - - - - - -

20. Klebsiella
Slebsiella pneumoniae
Tlebeiella rh inoseleromntis
Perratia
Serratia corallina

25. Perratia indico.



Serratia Rellenáis 
Serratia kilieneis 
Serratia marsepcene 
Serratia plymuthioa 
Corvne bactarima 
Corynebacterium avidum 
Corynebacteriua bovia 
üorynebactcrium enzymicum 
Coryne bac terium aquí 
Coyynebacterium fasolana 
Coxynebacterima flaccumfaciena 
Corynebacterium flsvidum 
Corynebacterium fusiforme 
üoiynebactoriuc! granulosum 
Corunebacterius halvoluia 
Corynebacterium bypertrophicans 
CoryRebacterium incidiosus!
Corynebacterium liquefaciens 
Coryaobactorium panana 
Corynabacterlum oarvum infectioeum 
Coíynebscterium paurometabolum 
Corynebacterium pyogenes 
Corynebacterium tumescens 
Corynebacterium xerosis.

5.- Procedimiento segdn cualquiera de las reivindi 
caciones 1 jt 2# caracterizado porque los lipopolisacáridos 
y/o los polisacdridos se extraen de las membranas de loe gár 
menee que corresponden a la vacuna. - - - - - - - - - - - -
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6. - Procedimiento según cualquiera de lea re iv indi 
caciones 1 a 5, caracterizado porque los lipopolisacériáos 
y/o loe polisacáridos se extraen a partir de una suspensión 
acuosa de membranas por tratamiento de esta suspensión con

5. fenol y extracción de la fase acuosa que contiene los lipopo
lisacáridoa y/o los poliaac&ridos. -------------- - - - -

7. - Procedimiento según la reivindicación 6, carao 
terizado porque la suspensión acuosa y el fenol se ponen en 
presencia a una temperatura comprendida entre 40 y SOSC. - -

10. 3.- Procedimiento según cualquiera de las reivindi
escienas 6 y 7, caracterizado porque la fase acuosa que con­
tiene los lipopolisacáridos y/o los polisacáridos es purifi­
cada por diálisis. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

9. - Procedimiento según cualquiera da las reivindi
15. cesiones 6 a 3, caracterizado porque la suspensión acuosa de

membranas se obtiene por centrifugación de un molido homogé­
neo de gérmenes bajo una aceleración que sedimenta las célu­
las intactas y los residuos celulares, eliminación del resi­
duo de esta centrifugación, y después centrifugación de la 

20. fase sobrenadante bajo una aceleración que sedimenta las mam
breñas pero no los ribesomas y nueva toma del residuo de cen 
trifugaclón que contiene las membranas por una solución 
acuosa. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

10. - Procedimiento según cualquiera de las reivin
2$. Aleaciones l a 6, caracterizado porque el ARN de los gérme­

nes se obtiene por extracción de una solución acuosa da ri-
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bosomae con la ayuda da una fase feaólica y extracción da la 
fase acuosa que contiena el ARN después de extracción. - - -

11. - Procedimiento según la reivindicación 10, ca­
racterizado porque la fase feaólica contiene dodecilaulfato

5. de sodio y una sal disódica del ácido etilendiaminotetraeé-

12. - Procedimiento según cualquiera da las reivin 
áicaciones 10 y 11, caracterizado porque la fase acuosa que

_ contiene el ARW es precipitada con etanol a fin de recuperar 
10. el precipitado de ARN. - - - - -  - —  - - - —  - - -  - -

13*- Procedimiento según cualquiera de las reivin 
dicacionaa 10 a 12, caracterizado porque la solución acuosa 
de riboeoma se obtiene a partir de un molido homogéneo de 
górmenos por centrifugación del molido bajo una aceleración 

15* comprendida entre 20.000 y 40.000 g, eliminación del residuo
de centrifugación, precipitación del sobrenadante con poli- 
etilenglicol, recuperación del precipitado y puesta en solu 
ción de este precipitado en una solución acuosa. - - - - -

14.- Procedimiento según cualquiera de las reivin 
20. dilaciones 1 a 13, caracterizado porque el o los molidos ho

mogóneoa de gérmenes ae o son obtenidos a partir de un cul 
tivo o de gérmenes sometido a la acción de un tampón fosfato 
que contiene cloruro de magnesio, sulfato de polivinilo, que 
es molido por paso por el manton-gaulin o tratamiento por ul 

2$. trasonidos. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -



15. - Procedimiento según cualquiera áe las reivin­
dicaciones 1 a 14, caracterizado porque los ARN se extraen 
de Klebelella Paeumoniae, Hemophilus Influenzas, Streptoco-
ccus Pneumocoque ^ipo II y ios lipopolisacúridos y los
polisacáridos 3e Klebsiella.

16. - Procedimiento según cualquiera de las reivin- 
dicaciones 1 a 14, caracterizado porque loa AUN se extraen 
de Bothia Dentó cario sus, streptocoqpe Síutseot Salivarius, Date 
tobacllle Casei, y loa lipopolisacáridos y los polisacAridoe 
de Scrratia Mercescenc. - - - - - - - - - - - - - - - - - -

17-- Procedimiento según cualquiera de laa reivüi 
aleaciones 1 a 14, caracterizado porque loe ABN ee extraen 
de SacteriuM Coli, Salmonella Para Hyphie A y B, Phigella 
Dyscnteriae, Enterococcus y los lipopolieac&riáos y los poli 
s acáridos de Sorratia Earcescens. - - - - ---- - - - - - -

1r..- "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE VACUNAS 
ACELULAREP". ---------------------------------  - ------

Todo ello conforme se describe y reivindica en la 
presente memoria que consta de diecinueve hojas foliadas y 
mecanografiadas por una sola da sus caras. **

MADRID * 2 ASR. 1976 
RA M.CUREHSUÑOL

moa
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