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1T CERTIFICADO DE ADICION

solicitado en Espafia a favor de PIERRE FABRE S.A., de nacio
nalidad francesa, domiciliada en 125, rue de la Faisanderie,
75016 Paris, Francia, por "Mejoras en el objeto de la paten
te 446.637, por Procedimiento para la preparacién de vacu-
nas acelulares", con prioridad de la solicitud francesa

76 24 124 de fecha 6 Ag0St0 19764 = = = = = = = = ¢ = ~ = = '

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn, realizada en el Centro de
Investigacibén Pierre Fabre, tiene por objeto unas nuevas va
cunas del tipo de las descritas en la patente francesa n?
75 10252 titulada "Preparacién de vacunas a base de 4cidos
nucleicos ARN asociados a unos polisacéiridos extrafdos de
gérmenes microbianos", que corresponde a la patente espafio-
la n? 446.637 relativa a "Procedimiento para la preparacid_n

de vacunas acelulares". = = = = w = w = w - - om o . - -

M4s particularmente, la presente invencién se re=-
fiere a unas nuevas vacunas a base de fracciones ribosoma~

les asociadas a unas fracciones sacaridicas membranarias
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15

20.

constituidas por polisacéridos y por lipopolisacéridos mem-

DranarioS, = = = = = = = = ®«@ = = - .- _-———-—- - — - -

Las vacunas antiguas, constituidas por gérmenes
miertos atenuados o de lisados microbianos, tienen un poder
vacunante inferior al de los gérmenes vivos. Se han buscado
por tanto nuevas vacunas que tengan una mejor actividad an-

tigénica que la de las vacunas conocidas, = = = « = = = = =

Ia presente invencién ha salido de trabajos que
muestran que los ribosomas de las células bacterianas lle-
van la actividad vacunante y que esta dltima no se mani-
fiesta més que con un adyuvante de inmmnidad. En el caso
presente, este adyuvante soluble se extrae de las membranas

celulares de las bacterias en forma de fraccién sacaridica.

La presente invencién propone por lo tanto unas
mejoras en el objeto de la patente principal caracterizadas

porques = - - - - . . . e e e e — =

a) se extrae la fraccién ribosomal de por lo menos una cepa
de bé.c’oerias patégenas correspondiente a la afeccién a

tratar o a prevenir, = = = = = w - . E m c - - - _- - --

b) se extrae la fraccién sacarfdica de las membranas de las
bacterias de por lo menos una cepa bacteriana elegida en

tre los géneros Xlebsiella, Serratia y Corynebacterium,
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c) las dos fracciones obtenidas se disponen en un excipien=

te farmacéuticamente aceptables = = = = = = = = = = = «

La presente invencién se refiere, particularmen-
te, a un procedimiento para la preparacién de una vacuna
en la cual la fraccidn sacaridica se extrae de las membra-
nas de las bacterias de por lo menos una cepa bacteriana

elegida entre 108 GANEro8: = = = = = = = = = = = = = = = =

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella rhinoscleromatis
Serratia corallina

Serratia indica

Serratia keilensis

Serratia kiliensis

Serratia marsescens

Serratia plymuthica
Corynebacterium avidum .
Corynebacterium bovis
Corynebacterium enzymicum
Corynebacterium equi
Corynebacterium fascians
Corynebacterium flaccumfaciens
Corynebacterium flavidum
Corynebacterium fusiforme
Corynebacterium granulosum

Corynebacterium helvolum



Corynebacterium hypertrophicans
Corynebacterium insidiosum
Corynebacterium liquefaciens
Corynebacterium parvum

5e Corynebacterium parvum infectiosum
Corynebacterium paurometabolum
Corynebacterium pyogenes
COryngbacterium tumescens

Corynebacterium xerosis

10. En un modo de realizacién preferido del procedi-
miento seg¥n la presente invencién, la fraccién sacarfdica
utilizada como adyuvante se extrae de las membranas de

KlebSiella pneummiaea ------ o em em em em e YR Mmoo W

En un modo de realizacién particular de la inven-
15. cién se utiliza como adyuvante, ademds de la fraccién saca-
ridica membranaria precedente, una fraccién sacaridica mem-

branaria extralda de las bacterias que corresponden a los

ribosomas utilizadoS. = = = = = = = « - - - - -—w -~ -—-

En las vacunas segin la presente invencién, la re
20., lacién en peso entre la fracecién ribosomal y la fraccién sa

car{dica estd comprendida, preferentemente, entre 0,5 y 1.

La dosis unitaria de vacuna podrd, desde luego,
variar en funcidn de las necesidades del tratamiento o del

modo de administracifne = = = = = = - - . e -



Se dan, a continuacién, unos ejemplos de dosifica
cién que no son, desde luego, limitativos, asi, la inven-

cién se refiere en particular a: = = = = = « « ~ -

~ una vacuna bronco-ORL que tiene la composicién siguiente:

5e Pracciones ribosomales

. Ribosomas de Klebsiella pneumoniae seeccoscees 3,5 Ng
. Ribosomas de Diplococcus pneumoniae ecseececees 3,0.pg
. Ribosomas de Streptococcus pyogenes grupo A12. 3,0 ng

« Ribosomas de Hemophilus influenzee sessecssces 0,5 ug

10,0 ng

10. Adyuvante soluble

. Fraccién sacarfdica membranaria de Klebsiella
pneumoniae SO0 O 0000 AP POPOIOSOFBIOCECOEOT S BOIOSe 15’0 ’J-g

1 dOSiS 256668080000 SOPRDPOOBVIBOINDCOESIOSENBPIGIAEPNLISIOES 25,opg

de prin
15. cipio

activo

puro.

- una vacuna dental que tiene la composicidn siguiente: -

20. Fracciones ribosomales .
. Ribosomas de Actinomyces viscosus ceeenosnans 1,2 ng
. Ribosomas de Rothia dentocarioSuUs ecoeccecses 1,2 ng
. Ribosomas de Streptococcus mutants .eeeeeeses 0,8 ug
. Ribosomas de Streptococcus salivarius ....... 1,0 ng

25, . Ribosomas de Lactobacillus casei ecesecacronee 1,2 pg

5:4 ng



Adyuvante soluble -

+ Praccién sacarfidica membrenaria de Klebsiella
pneumaniae 0000080000000 8R00as0O0REORIASIEIEIBITILS 9,6 ug

1d08i3 G0 NS P8P 0000000 SRCORRINNCOOIIDESSIENINBOERNSTPINIDS 15’0’1g

5. de prin
cipio
activo
puro.

~ una vacuna veterinaria que tiene la composicién siguiente:

10. Fracciones ribosomales
. Ribosomas de Pasteurella hemolytica Hy «ceeee " 3,0 ng
. Ribosomas de Pasteurella multocida A, - 1048. 3,0 ng
« Ribosomas de Pasteurella multocida A3 - A13 . 3,0 pg

9,0 RE

Adyuvante soluble

15. . Fraccién sacarfdica membranaria de Klebsiella
pneumoniae 00000 00000000000 0csvsodostbocsacse 13,5 ng

. Fraccién sacaridica membranaria de Pasteure—
lla hemOIyticaH1 I E NN RN NN NN NN NN NI AN NN N NN 1’Opg

. Fraccién sacaridica membranaria de Pasteure-
20. 1la mu]-tocida A1 _1048 SO O W PO POV REOOIOPOEBS OO 1,0 ug

. Praccién sacaridica membranaria de Pasteure-
lla multocida A3-A13 290 S0 GRS POCBIOPOEPESEONOEOESGCE 1,0 pg

16,5 ng

1 AOBLS essecsovesssacnssscnasosescanacsccnsonsaes 25,5 ng
de prin
25, cipio
activo
puro.

En las vacunas segin la presente invencién, la

fraccién sacarfdica se obtiene, por ejemplo, por extraccidn
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de una suspensién acuosa de membranas con ayuds de fenol,
siendo los sacdridos extraldos en lg fase acuosa después de
eliminacién de la fase fenélica. Esta extraccién fenélica
se conduce, preferentemente, a una temperatura comprendida
entre 60 y 702C y preferentemente a 652C con una solucién

de fenol al 9%. - ek s Sw em AR GN WS WD e YW EE A G W G W W W e e

La suspensién acubsa de membranas utilizads para
la realizacién de la exbtraccién precedente puede obtenerse,
como se ha descrito en la patente principal, a partir de
un cultivo bacteriano que es molido y después centrifugado
a fin de sedimentar selectivamente las membranas, las cua-
les son a continuacién puestas de nuevo en suspensién en
una solucién acuosa. La sedimentacién de las membranas pue
de realizarse, por ejemplo, por centrifugacién bajo una
aceleracién del orden de 30.000 g después de eliminacidén de

los degsechos celulareS. = = = = = = @ = = = = = = = = - =

En lo que concierne a la fraccién ribosomal, ééfa
puede prepararse por extraccién de las células bacterianas
molidas por un tampdén salino dcido que contiene dcido
clorhidrico, MgClz, NaCl y dodecilsulfato de sodio que con=-
duce a una solucién acuosa que se precipita con polietilen=-
glicol y alcohol etilico, conteniendo el precipitado la
fraccién ribosomal. A fin de completar la purificacién se
toma de nuevo el precipitado, preferentemente, en wn tampdﬁ

que contiene 4cido clorhidrico, Mg012, NaCl y dodecilsulfa~
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to de sodio y se precipita de nuevo esta fase acuosa con al

cohol etflico, preferentemente alcohol etflico al 95%, = =

El precipitado as{ obtenido podr4d servir de base
a las vacunas segin la invencién mezcldndolo, segin propor
ciones que han sido definidas y que aparecerdn mfs clara-
mente con la lectura de la descripecién, con la fraccidn sa

carfdica precedente, = = = = = = = = = = = = = - - - - - -

Desde luego, las vacunas segin la presente inven-
cién pueden ser utilizadas segin sus elementos constituyen-
tes, como es conocido en el campo de las vacunas, para el
tratamiento o la prevencién de diferentes enfermedades, asf,
la vacuna bronco-ORL, tal como ha sido definidas precedente-~
mente, puede permitir tratar o prevenir las rinotragqueobron
quitis crénicas, los asmas intrincados de bronquitis, las
bronquiectasias, las neumopatias virales sobreinfectadas

as{ como las sinusitis y las rinofaringolaringitigs, — = - -

En lo que concierme a la vacuna dental, permite

prevenir las principales afecciones bucales comunes, = = =

Las vacunas seg’n la presente invencién se presen
tan, preferentemente, en forma de aerosoles. Sin embargo,
es posible prever otras formas médicas. Asf, algunas de las
vacunas segin la invencién deben ser utilizadas por via pa-

renteral, por ejemplo por inyeccibn, = = = = = = = = =~ = =
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No es, desde luego, necesario aqui dar de nuevo
la lista de los componentes que pueden entrar en la composi
cién del excipiente de la vacuna segin la invencidn, se tra
ta de enseflanzas de la técnica de las vacunas o de la farma

cologia médica que son bien conocidas. =« = = = = =~ = = = =

En general, los dos componentes de la vacuna se-
rdn conservados en forma de solucifn pero pueden ser liofi
lizados cuando tiene lugar la preparacidén de la vacuna, es
suficiente mezclar los diferentes componentes de la vacuna

en las proporciones determinadaS, = = = = =« = = = - - -

Las normas analiticas del producto obtenido pue-
den ser determinadas de la forme siguiente: el titulo de ri
bosomas de la fraccién ribosomal se ha calculado a partir

del tftulo de ARN de la forma siguiente: titulo de riboso~
tf{tulo de ARN x 100
) 70

mag =

El t{tulo de ARN es por su parte medido por dosi-
ficacibn espectrofotométrica del complejo fosfomolf{bdico
por comparacién con un ARN patrén de Klebsiella de titulo'

conocido, determinado a su vez por dosificacién del fésfo-

El ti{tulo en protefnas de la fraccién ribosomal
estd determinado por colorimetrfa al biuret en comparacitn

con ung gama de albimina patrfn,. = = =« = = « w0 - =@ - - = -
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El porcentaje de ARN en la suma ARN + proteinas

varfa de 55 a 65% aproximadamente. = = = = « = = = = = = -

El titulo en sacdridos del adyuvante estd determi
nado a partir del tf{tulo en glucosa medido por dosificacién

colorimétrica con la antrona de la forma siguiente: = = -« -

titulo de glucosa x 100
.50

titulo de sacdridos =

Una preparacién patrén de sacdridos muy purifica-
da ha servido para determinar el titulo en glucosa de los

sacdridos, que es de 50% por este método de dosificacién. -

A titulo de ejemplo se describe, a continuacién,
el modo de realizacién preferido del procedimiento segin

la presente invencifn, = = = = = = = - - - - - - - - - -

Preparacidén de una solucién acuosa de ribosomas

Se cultivan de forma conocida las diferentes ce-
pas de las cuales se desea extraer los ribosomas, en unos

medios de crecimiento apropiados, en unos fermentadores. -

Las células bacterianas se recogen, después de
cultivo, en un aparato de centrifugacién Westfalia o Sharples
y después se lavan por centrifugacién con suero fisiolégico

frio a una temperatura del orden de 42C, = = = = = - -—

El concentrado bacteriano asi obtenido puede ser
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conservado congelado a -~202C si no se utiliza inmediatamen-

te. —————— N am mm W G e G ee e - e e e e Gy SR e A aw Aw R

Como para la extraccién de los saciridos, la ex-
traccidén de los ribosomas puede conducirse en una mezcla
de las diferentes cepas, pero se prefiere tratar cada cepa
separadamente de manera que se facilite el control del pro-
ducto obtenido, en este Wltimo caso los ribosomas y/o los
sacdridos serdn mezclados al final de la extraccién para

constituir la vacung, = = = = = = = = = = = = = =~ = = - - -

Se efectia sobre el concentrado bacteriano obteni
do una extraccién que permite determinar el peso seco de cé
lulas despuéds de desecacién en la estufa (la relacién célu~

las secas/células himedas varfa de 20 a 25%)s = = = = = - -

Otra extraccién estd destinada al control de pure

za del cultivo y a la identificacién de la cepg. = = = - =

El concentrado bacteriano obtenido precedentemen=~
te es a continuacibn desintegrado, para ello se opera de la

forme siguiente: — — = =« = = = = ¢ ¢ = - = - - - .- -

Para una pequefis cantidad de células himedas (in
ferior a 50 g) las células son dispersadas a razfn de 1 g

(peso humedo) en 4 ml del tampén siguiente: -~ = = = = = = =

$ris-HC1-M/100, pH 7,2 que contiene: MgCl,, 6 H,0 0,01 M
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NaCl 9 g/1
dodecilsulfato '
de sodio 5 g/1

Cuando la suspensién es bien homogénea se somete
a una desintegracién por ultrasonidos durante 3 veces 10
minutos manteniéndola en un bafio de hielo, se utiliza, por

ejemplo, un aparato de ultrasonidos Sonnimasse 500 Ty = « =

Para caentidades de células mds importantes (supe-
riores a 50 g) las células descongeladas son dispersadas en
el mismo tampln que anteriormente y en las mismas proporcio
nes, después son homogeneizadas por agitacién viva 10 minu-

tos en un reactor a gran velocidal, = = = « = = = - - 0 -«

Las mismaé son a continuacién sometidas a un moli
do con el Manton-Gaulin en frfo (5 ciclos para cada cepa).
Se eliminan los desechos celulares md4s grandes por paso en
un aparato Sharples y después el sobrenadante es‘sometido
a una centrifugacién a 42C durante 30 minutos a 30.000 g

{centrifugadora Beckman 521-B con rotor 6 x 250 ml JA 14).-

El residuo de centrifugacién es eliminado y el so

brenadante que contiene los ribosomas es conservado a 42C,.

Extraccién de los ribosomas

Al sobrenadante precedente se adicionan 100 g/1

de polietilenglicol 4.000 (PEG 4.000 -~ Merck), a continua-
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cién, después de disolucién completa, un volumen de alcohol

etflico 95% a =209C, = = = = = = = = = = - - -- - ---

Se deja descansar a continuacién 20 minutos en
frio y después se recoge el precipitado en Sharples a 49C

(el sobrenadante es eliminado), = = = - = = - - = - -

El precipitado es entonces tomado de nuevo en so-
lucién en el misﬁo volumen del tampén wtilizado para el mo-
lido (tris-HC1, MgCl,, NaCl, SDS 0,5%) por agitacién en el
reactor a temperaturs ambiente durante 30 a2 60 minutos.

(El lavado a temperatura ambiente tiene por funcién elimi-

nar las proteinas no ribosomales). = = = ~ = = = = = = = =

0,8 del volumen de alcohol etflico 95% a -202C es

a continuacién adicionado y se deja precipitar durente 30

MiNUtos @ 102Cs = = = = = = = = = = = = = ————— - -

El precipitado de ribosomas es recogido en Sharples
¥ el sobrenadante eliminado. (Sin refrigeracién para impe-
dir la precipitacién del SDS). El resfduo de ribosomas es
tomado de nuevo en tampén (MgCl, 0,02 M; KCL 0,02 M; pH 7)

a 42C a razén de 2 ml para un gramo de células himedas de

partida (agitacién media 2 a 4 horas), =« = = = = « = --—-

La nueva toma precedente es sometida a una ceniri
fugacién de 45 minutos a 30.000 g y a 02C (eliminacién del
SDS residual)e = = = = = « =~ = . m - - - - - -
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El resfiduo es eliminado y el sobrenadante es con-

Se realiza una extraccién (1 a 2 ml) sobre la
cual se determina el titulo en ARN, el tf{tulo en protefnas

y el nimero de A0SiS POr Mly = = = = = = = @ = = = = = = =

Se conservan los ribosomas en frascos de plasma

estériles a ~202C esperando utilizarlos. = = = -~ - - - -

Preparacién de una suspensifn acuosa de membranas

Las células, después de cultivo, Se recogen por
centrifugacién en Westfalia o Sharples y después se lavan
por centrifugacién con suero fisiolégico frio. El concentra

do bacteriano obtenido puede ser conservado a =202C, - - -

Sobre una extraccién se determina el residuo se-
co por desecacién en estufa y se realizan controles bacterio

1légicos de pureza y de identidade = = = = = = = = = = = « -

Las células descongeladas se suspenden en tampén

fri{o a razén de 1 g de células en 4 ml de tampén. -~ - - - ~
Ia férmula del tampén es la siguiente: -« « « - -
tris-HC1 0,01 M, pH 7
NaCl 9 g/1

MgCL,,6 H,0 0,01 M
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El molido se realiza en Manton-Gaulin (3 ciclos
a la presi6n mixima). Las células intactas as{ como los de-
sechos celulares se eliminan por paso sobre Sharples y el

sobrenadante es conservado a 42C. « = = = = = = - - - -~

Las membranas son entonces recogidas por centrifu
gacién, 45 minutos a 30.000 g a 4°2C (Beckman J 21 - B - ro-
tor JA 14)0 -----------------------

El sobrenadante es eliminado (una fraccién puede

ser conservada para la preparacién de ARN ribosomal patrén

- para la analftica). El residuo es conservado para la extrac

cién del adyuvante soluble. Los resfduos son puestos de nue
Vo en suspensién en agua destilada a razén de 2,5 ml por g
de células hiimedas de partida (hémogeneizacidn con el

Turrax en 1 a 2 MinUt0s)e = = = =« = - = - - - - - - - - - -
Extraccién de los sacdridos

Se adiciona a la suspensién acuosa obtenida prece
dentemente un volumen de fenol-agua (al 90% de fenol) pre-
viamente termostatado a 2~ 802C y después se lleva la mezcla,

durente 5 minutos, a 652C agitando vigorosamente., = = = - -
Se enfria enseguida ripidamente hacia 0°C. = « =

Para pequefios volvmenes, se separs la fase acuosa

por centrifugacién, 5 minutos a 5.000 r.p.m. a 02C, en bo-
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tes inoxidables. Ia fase acuosSa superior es a continuacién
recogida. Para los volUmenes mds importantes, se separa la
fase acuosa por paso por separador liquido-liguido

weStfalia 0 Sharples. —————— - e e s me e e e oam ww ee we -
La fase fenflica es eliminada. — = = = = = = = «

El fenol residual de la fase acuosa es eliminado
por didlisis contra agua corriente durante 24 a 48 horas, o
bien en un tubo de didlisis para pequefios volimenes, o bien
en un dializador de placa (tipo Sartorius) para los voliime-

Las ligeras precipitaciones que se forman durante
la didlisis son a continuacién eliminadas por una centrifu-

gacién a 10.000 g de 30 minutos a 02C, = = = = = = = - - -

El sobrenadante es conservado congelado g «202(C

en frascos plasma estériles, = = = = = = - = = = = - - - -

Se realiza una extraccién de 1 6 2 ml para el con

trol analltico. = = = = ® C - - . - - e a - - - - . —-—- -

Las vacunas segiin la presente invencién son vti-

les tanto en medicina humana como en medicina veterinarisa.

1) Estudio del poder inmunogénico de la vacuna veterinaria
citads precedentemente

Egte estudio tiene por objeto controlar la apari-
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cién y la persistencia de los anticuerpos especificos en el

suero de las ratas vacunadasS,. = = = = = - = = -

Se utilizan unas ratas hembrs de raza Swiss que
pesan 20 + 2 g mantenidas en unas jaulas para 10 con una nu

5e tricién en forma de tapones (régimen UAR ratas) y agua de
bebida, en una sala para animales a la temperatura constan-

te de 22 + 12C, con 40 a 60% de humedad., = - — = = - -—-

Inmunizacidn de los animales

Por via subcutdnea se inyecta a cada animal la do

10. sis de vacuna con un volumen de 0,2 ml, = = =~ = = = = - -
El ritmo de las inyecciones es el siguiente: ~ =

« 5 inoculaciones en 15 dfas (o sea una inyeccién

Cada3d:[a8),-—---— -------- - e em W=
. Un reposo de una SeMANA, = = ~ = = — = = = = =
15. + 2 inoculaciones en 8 dias (inyeccién de recuer-

Q0)y =~ - m - mmm e mm e

. puncién por los senos retroorbitales, 10 dias
como minimo y 15 dias como méximo después de la

Wltima inyeccidén de recuerdos = = = = = = = = =

20. Método de bisqueda de los anticuerpos

El suero de cada rata vacunada es estudiado enine-
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mmoelectrodifusién segin la técnica de Laurell, = = = = «

Cada suero de animal es estudiado contra el antf-
geno de la Pasteurella de la cual han salido los sacdridos

membranarios: Pasteurella hemolftica H, y Pasteurella multo

De la misma manera se estudia cada suero contra
el conjunto de las Pasteurella, de las cuales se han extrail

do los ribosomas de la preparacifn. = - = = « «w = = = = = =

El antigeno elegido se incorpora a un gel de aga-
rosa al 1%, en tampén veronal pH 8,6. Este gel es colado =0

bre una placa de vidrio de 1,5 x 90 x 110 MM, = = « = ~ ~ ~

Se depositan 7 ml del suero de cada rata en los

huecos previamente vaciados en el gel, = = = = = = = = = =

El depbésito se efectiia en el cdtodo. La migracién
dura 9 horas bajo corriente continua con una diferencia de

pOtencia-l de 2 a 3 VOltB/cm. - s an & ws a - - oG M W e W e e

Al final de la migracién las placas se lavan y se
gecan y los inmunoprecipitados son revelados por coloraciédn

con azul de Coomassgie brillante. = = = = w w = = = = = =~ =
Resultados

Se observa la presencia de inmunoprecipitados espe
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cificos entre los anticuerpos del suero de las ratas trata-
das y el antfgeno revelador en forma de "rocket", cuya altu
ra es representativa de la cantidad de anticuerpos conteni-

da en el suero de los animales vacunados. = = = = = = = = =

Aqui se observan, en todas las placas, resultados
altamente significativos con el suero de las ratas vacuna-
das, con respecto a los sueros de las ratas testigo, que
confirman el alto poder vacunante de las composiciones se-

gin la invencibie = = = = = = = = = = - - - - - - -~

2) Estudio del poder inmunogénico de la vacuna dental cita-
da precedentemente

De la misma manera que en 1 se utilizan unas ra-
tas hembra de raza Swiss que pesan 20 + 2 g mantenidas en
jaulas para 5 con una nutricién en forma de tapones (régi-
men UAR ratas) y agua de bebida en una sala para animales

a la temperatura constante de 22 + 12C con 40 a 60% de hume

dad, = = = = = = U g

Inmunizacién de los animales

Por via subcuténea se inyecta a cada animal la do
sis de vacuna con un volumen de 0,2 ml. (Es preciso'notan
que ensayos efectuados con relaciones de fraccién ribosomal/
fraccién sacarfdica de 1:1, 1:1,5 y 1:2 han mostrado que la

composicién citada anteriormente, 1:1,5, daba los mejores
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resultados), = = = = = = = = = - - -~ - - - -

El ritmo de las inyecciones es el siguiente: =~ -

« 5 inoculaciones en 15 dfas (o sea una inyeccién

cada3d:£as), A Sy e em oww W e e e P A
« Un reposo de uNg SEMANE, = = = = = = = - - - -

. dos inoculaciones en 8 dfas (inyeccién de re-

« puncién por los senos retroorbitales, 10 dfas
como minimo y 15 dfas como méximo después de la

dltima inyeccién de recuerdo. = = = = = = = « ~

Método de bdsqueda de los anticuerpos

El suero de cada rata vacunada es estudiado en

inmmoelectrodifusién segin la técnica de Laurell, = =« ~ -

El antigeno correspondiente a cada gérmen del
cual han salido los ribosomas es incorporado a un gel de
agarosa al 1% en tampén veronal pH 8,6. Este gel es colado

sobre una placa de vidrio de 1,5 x 90 x 110 MMy =~ = = = = =

Se depositan 7 ul del suero de cada rata en los

huecos previamente vaciados en el gel. = = = = « w - = o -
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El depdsito se efectda en el cdtodo. Ia migracién
dura 9 horas bajo corriente continua con una diferencia de

potencial de 2 a 3 VOlts/cll, = = = = =« = = = = = = ~ = = =

Al final de la migracién las placas se lavan y Se
secan y los inmunoprecipitados son revelados por coloracién

con azul de Coomassie brillante. — = = =« = = = = = = = = -~
Resultados

Se observa la presencia de inmuoprecipitados es-
pecificos entre los anticuerpos del suero de las ratas tra-
tadas y el antigeno revelador en forma de "rocket" cuya al=-
tura es representativa de la cantidad de anticuerpos cqnte—

nida en el suero de los animales vacunadoS. — = = =« = = = -

Se observan en todas las placas resultados alta-
mente significativos con el suero de las ratas vacunadas,
con respecto a los sueros de las ratas testigos, que mues-—
tran el alto poder vacunaﬁte de las vacunas segin la inven=-

Ciffle = = = mmmm e m - fm e

A los efectos consiguientes se declaran de nove~
dad y propiedad para Espafia, sus territorios y plazas de so

berania, las reivindicaciones que siguen: — = = = = = =« - =
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REIVINDICACIONES

1.~ Mejoras en el objeto de la patente 446.637,
por Procedimiento para la preparacidn de vacunas acelulares,

caracterizadas porque: = = ~ = = = = =~ = = = = - = - - - -

a) se extrae la fraccién ribosomal de por lo menos una cepa
de bacterias patégenas que corresponde a la afeccién a

tratar o0 a prevenir, = - « = = - - - - - - - m .- - - .

b) se extraee la fraccién sacaridica de las membranas de
las bacterias de por lo menos una cepa bacteriana elegi-

da entre los géneros Klebsiella, Serratia y Corynebacte-

c) las dos fracciones obtenidas se disponen en un excipien-

te farmacéuticamente aceptable, = = = = = - - - -

2.~ Mejoras segin la reivindicacién 1, caracteri-
zadas porque la fraccién sacaridica se extrae de las membra

nas de por lo menos una cepa bacteriana elegida entre: - -

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella rhinoscleromatis
Serratia coralling
Serratia indica

Serratia keilensis

Serratia kiliensis
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Serratia marsescens
Serratia plymuthica
Corynebacterium avidum
Corynebacterium bovis

5. Corynebacterium enzymicum
Corynebacterium equi
Corynebacterium fasclans
Corynebacterium flaccumfaciens
Corynebacterium flavidum

10. Corynebacterium fusiforme
Corynebacterium granulosum
Corynebacterium helvolum
Corynebacterium hypertrophicans
Corynebacterium insidiosum

15. Corynebacterium liquefaciens
Corynebacterium parvum
Corynebacterium parvum infectiosum
Corynebacteriun paurometabolum
Corynebacterium pyogenes

20. Corynebacterium tumescens

Corynebacterium Xerosis, = = = = = = = = =« = = «

3.~ Mejoras segin cualquiera de las reivindica~-
ciones 1 y 2, caracterizadas porque la vacuna se dota, ade-
més, de la fraccién sacaridica extraida de las membranas de

25. las bacterias de las cuales se extraen los ribosomag., — - -

4.~ Mejoras segin cualquiera de las reivindicacio
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nes 1 a 3, caracterizadas porque la relacibn en peso entre
la fraccién ribosomal y la fraccién sacaridica estd compren

didaentre0,5y1.-—-—-- ----- -t ow em mE ew @ o® ew =

5.~ Mejoras segin cualquiera de las reivindicacig
5e nes 1 a 4, caracterizadas porque la fraccién sacaridica se

extrae de las membranas de Klebsiella pneumonige. = = = = =

6.~ Mejoras segin la reivindicacién 5, caracteri-
zadas porque se procede de manera que Se obtenga una vacuna

bronco-ORL que comprende la fraccién ribosomal extraida de:

104 Klebsiella penumoniae
Diplococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes grupo A12

Hemophilus influenzae, = = = = = = = = = = « = =

7.- Mejoras segin la reivindicacién 5, caracteri-
15. zadas porque se procede de manera que se obtenga una vacuna

dental en la cual las fracciones ribosomales se extraen de:

Actinomyces viscosus
Rothia dentocariosus
Streptococcus mutans

20. Streptococcus salivarius

Lactobacillus casSeis, = = = = = = = = « = - - -

8.~ Nejoras segin cualquiera de las reivindicacio

nes 4 y 5, caracterizadas porque se procede de manera que se
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obtenga wna vacuna veterinaria que comprende a titulo de

fraceién ribosomal unos ribosomas extraldos de: — - = = = =

Pasteurella hemolytica H1

Pasteurella multocida A, - 1048

1
5¢ Pasteurella multocida A3 - A3 == - - - - - -

9.~ lMejoras segin cualquiera de las reivindicacio
nes 1 a 8, caracterizadas porque la fraccién sacaridica-se
obtiene por extraccién de una suspensién acuosa de membra-
nas con la ayuda de fenol, siendo los sacdridos extraldos

10, en la fase acuoSa, = = = = = = = = = = = = = - - - - - - -

10.,- Mejoras segin la reivindicacién 9, caracteri
zadas porque la extraccién se conduce a una temperatura com

prendida entre 60 y 702C, = = = = = = = = « w = = = = - - -

11.~ Mejoras segim cualquiera de las reivindica-

15. ciones 1 a 10, caracterizadas porque la fraccién ribosomal
se prepara por extraccién de las células bacterianas moli-

das por un tampén que contiene HCIL, MgCl,, NaCl y dodecil~

sulfato de sodio y precipitacidn de la fase acuosa homogé-
nea obtenida por polietilenglicol y alcohol etflico, estan-

20. do los ribosomas presentes en el precipitados = = = = = = «

12.~ Mejoras segn la reivindicacién 11, caracte-
rizadas porque el tampén comprende 4cido clorhfdrico 14/100,
NgCly, 0,01 M, NaCl 9 g/l y dodecilsulfato de sodio a 5 g/l.
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13.~ Mejoras segin cualquiera de las reivindica-
ciones 11 y 12, caracterizadas porque el precipitado obteni
do es a continuacién tomado de nuevo en un tampén que con-
tiene HC1, MgClz, NaCl y dodecilsulfato de sodio y después

es reprecipitado con ayuda de alcohol etflico. = = = = = =

14.= "MEJORAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE 446.637,
POR PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE VACUNAS ACELULA-~

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de veintiseis hojas, foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras.

MADRID = § AG: 1977
pA M CUREL SUROL
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