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MEWMORIA DESCRIPTIVA
parsa solicitar
PATBRTE DE INVENCION
e n
ESPAL A
por VEINTE afios

a nombre de FORT HODGE LABORATORIES, INC., entidad norte-
americana, mstablecida en 908 First Avenue South, Fort Dod-

ge, Iowa, Estados Unidos, »or:

#UN PROCEDIMIENIO PARA PREPARAR UNA WCUNA CONTRA

8L COLZRA PORCINO".

Esta invencidn se refiers a una vacuna para la
prevencidn y tratamiento del cdlera porcino y a un método
para preparar dicha vacuna.

En la represidn del cdlera porcino, sl primer
método eficaz para inmunizar al cerdo contra el cdlesra por-
cino, método desarrollado por Dorset y otros dependfia de

utilizar =1 virus colérico del cerdo vivo, extraldo de un
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animal, contaminado con la enfermsadad y aplicado simultéa-
neamente con un antisuero contra el virus del cblera porci-
no. #ste método depends del uso de variables cantidades de
suero y de una dosis mds o menos constante del virus, la va-
riacidn en la dosificacidn del suero depende a su vez del
peso del animal que debe ser inmunizado. A pesar de que
el mdtodo confiers inmediata proteccidn contra el cdlera
poreino, sin embargo, la inmunidad activa no es fuerte du-
rante 40s semanas aproximadamente. Hsto, sin embargo, no as
evidents porgue la inmunidad pasiva protege al individuo o
animal hasta que la inmunidad activa puede ser establaecida.
Una desventaja sobresaliente de este mdtodo
consistes an 21 hecho d=2 que el virus vivo resulta constan-
temente sembrado al opserar en la forma antes descrita, lo
que constituye una fuente potencial de cdlera porcino, en
los animales susceptibles. Por afiadidura, a veces 21 pro-
pletario del animal enfermo posee un falso gentido de se-
guridad despuds de la vacunacidn en la cual ss ha usado vi-
rus de baja potencia, con lo que la inmunidad resultante
es simplemsnte una inmunidad pasiva, que puede perderse en
un plazo tan breve como el de veintiun dfas. No obstante,
este método desds su iniciacidn en los comienzos del siglo
XIX ha sido ampliamente aceptado y es ampliamente usado hoy

todavia.

Reconocisndo las deficisncias del método de
inmunizacidn arriba descrito, ulteriores investigaciones

condujeron a nuevos métodos de investigacidn para obtener
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vacunas mediante la denominada atenuacidén del virus, los pro-
cedimientos propusstos por Boyrton, Tille y otros implican

el uso de productos quimicos y célor dando como resultado
generalmente 0 un tipo de atenuacidn en que el virus se vuel-
ve incapaz de desarrollarse cuando se le inyecta en un cer-
do susceptible 0 se destruye realmente el virus del cdlsra
porcino. De este modo, en lugar de posser un virus verda-
deramente atsenuado, capaz de reproducirse hasta el punto de
garantizar una inmunidad para toda la vida, las vacunas an-
teriores dependian; para la inmunizacidn del cerdo contra el
cblera, de la basa de cualidades antigénicas que posea el
virus muerto. Estas vacunas no conflersn proteccién inmedia-
ta, sino que raquisren cuando menos siete dfas para estimu-
lar una inmunidad activa y la inmunidad resultante se ha en-
contrado que es algo transitoria- en otras palabras; la in-
munidad no parece conservarse- y frecuentemente los cerdos
necesitan ser revacunados después de seis meses y a inter-
valos periddicos posteriorments para garantizar la inmuni-
dad. Este mdtodo no puede ser usado con seguridad en combi-
nacién con 8l suero anticolérico porcino, ni ha sido reco-
mendado para su utilizacidn dentro de las dos semanas siguien~
tes al empleso del suerc anticoldrico porcino. Se ha encon-
trado también que los puercos as{ vacunados resultan frecusn-
temente hipersensibilizados para la infeccidn y pueden en-
fermar, por causas distintas del c¢dlera poreino, durante el
periodo de inmunizacidn.

El presente invento salva con éxito lag defi-
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ciencias que son inherentes a los anteriores métodos, breve-
mente descritos, ya que utilizando el procedimisnto que des-
cribimos a continuacidn, se obtiene como producto de fuer-
za concentrada un virus para el cdlara porcino, propagado
antrs pusrcos y atenuado entrs consjos, el cual virus, en
dosis relativamente pequeilas, 8s capaz de conferir a los
puercos una inmunidad duradera contra el c¢blsra porcino- an
opogicidn con las vacunas anteriores- y sin necesitar el vi-
rus del cdlera porcino virulsnto para obtener protsccidn com-
pleta como hasta aqui se requer{a cuando se confiaba en los
anteriorass métodos de protaccidn mediante el suerovantico-
lérico porcinq. Graciaes a sste invento se obtisne, por con-
siguisnte, una proteccidn completamente adecuada Gontra el
c¢dlera porcino y, por afiadidura, el actual peligro de per-
petuar el c¢S8lsra porcino por inoculacidn de virus virulen-
to en las granjas resulta complatamente evitado.

%8 conocido que pueds obtznerse la atenuacidn
virus del cdlara porcino virulento haciéndole pasar a tra-
vés de una serie de conejos, la atenuacidn se llsva a cabo
mediante inysccidn intravenosa del virus colérico dsl cer-
do en los conejos. Se toman diariamante la temperatura de
los conejos y cuando se avidencia una alevacidn de tempe~-
ratura, se sacrifican los consjos; se recogen su sangre, su .
bazo v otras visuras guse, si son gdlidas, se muelan finamsn-
te y una porcidn de este material es llevado a la fopma de
una suspensidn salina e inyectado intravenosamente en un

segundo grupo de congjos. Bste grupo se sacrifica, a su
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vez, cuando manifiesta una elevacidn ds tamperatura y Se re-
prite 8l mismo procedimiento como queda arriba rssefiado. Es-
te transito en serie se prolonga hasta que sa obtiene el vi-
rus atenuado, gensralmente se necesitan entre 13 a 15 ino-
culaciones en seria para asegurar la deseada mtenuacidn.

Para determinar cuando ha tenido efecto la ate-
nuacidn es necesario inyectar una porcidn de la suspensidn
del tejido en maceracidn (si es este el utilizado) de cada
paso por los conejos dentro del puerco susceptible de enfer-
mar del c8lasra porecino. Si la atenuacidn ha sido alcanza-
da, el puerco podré manifestar fiasbre, vero sste serd el
Gnico signo de su dolencia. Podemos denominar a ésto, en tal
caso, un virus contra el cOlsera porcino atanuado por conejos.
A lo que parece, sl virus colérico virulento resulta modifi-
cado al pasar serialmente a través de los conejos,convir-
tiéndose de un virus productor de enfermedad en otro inca-
paz de producirla. E1l virus permanecs, sin embargo, viable
y conserva todavia un factor antigénico y cuando se ls in-
yecta an un puerco sensible a lgbpidemia, le estimula general-
mente para que produzca una inmunidad asctiva contra el cbdle-
ra de su especiae.

Se ha hallado sin embargo ques sangre de conejo
desfibrinada o una suspensidén de tejidos contenisndo el vi-
rus coldrico del cerdo, atsnuado a través de conejos,carece
ds impbrtantes caracterfisticas. Este material posee des-
ventajas bien definidas para la inmunizacibdn general del

puserco. En primer lugar, la sangre o los tejidos del cone-
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jo inyectados en el puerco pueden produclr un shock por cau-
sa de su incompatibilidad. En segundo lugar, la concentra-
cidn del virus atenuado en la sangre y los tejidos del co-
nejo se ha manifestado como indeseablemsnte baja y por lo
tanto, se necesitan cantidades relativaﬁente amplias del mis-
mo para obtsner una inmunizacidn satisfactoria. Como factor
final- vy dejando aparte la utilizacidn del tejido o sangre
de conejo para la inmunizacidn- el rendimisnto del material
inmunizante resulta bajo, 1o que exige &l sacrificio de un
considerable nimerc ds animales. 3Istos inconvenisntes re-
sultan naturalmente muy dispendiosos cuando se trata.de ob-
tener vacuna suficisnte da acaptable concentracidn para la
inmunizacidn de cerdos en masa.

Tales inconvzsniantaes fueron superados cuando
se descubrid gque pusrcos que habfan sido inoculados con vi-
rus atenuado por conejos, formaban una concentracidn sorpren-
dentemente alta de virus atsnuado en su sangre y tejidos, co-
mo por sjemplo en el ba-zo, higado, rifiones, testiculos etc.
Se ha encontrado, ademds, qQue estos materiales con un trata-
miento adacuado, podfan ser empleado como vacuna de virus
atenuado sumamente eficaz, ya que sl virus no aumentaba de
virulsncia al ser inyectado en el puerco. Por tanto, sn lu-
gar del producto del comnejo con baja concentracibén y bajo
rsndimisnto, ha sido obtenida una vacuna propagada por cer-
dos altamente concentrada y en rendimiento mucho mayor. Por
afiadidura, =ste producto resulta naturalmente menos expues-

to0 a producir shoeck por causa de su mayor compatibilidad.
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En conformidad con aste invento, virus del cdlera porcind,
atenuado por conejos, contenido en tajidos, bazo u otra vis-
cera en suspensidn o bisn sangre disfibrinada del conejo es
inyectado a un cerdo, Despuds de la inyeccidn parenteral
del virus, atenuado por conejos sen el cerdo, se presenta ge-
neralmente dantro de los tres o cinco dias siguientes una
alevacidn de temperatura. IZsta elavacidn de tamperatura
persiste de tres a cinco dfas, despuds de su aparicibn y

en seguida desaparece. El cerdo no pierde el apetito.

Si un animal gue manifiesta asta reaccidn fe-
bril es sacrificado en el segundo o tercer dia a partir de
la aparicidén de la fiebre, la sangre y cualgquier tejido o
viscera- o bien uno de ellos- albergard al virus atenuado
¥y constituird, por tanto, la fuente de obtencidn del produc-
to deseado, el cual, si se la inyecta parenteralmente en
puercos sensibles, estimulard a los mismos para que perma-
nezcan activamente inmunes contra el cdlera porcino. Este
producto no sclo results mas computible con elbcerdo Cue
el tejido del conejo sibo que- lu Gue rs més importante-
contiene una mayor concentracidén de virus atenuado, lo que
exige el empleo de cantidades relativamente pequefias para
alcanzar el efecto apetecido. &sdemds, al afectuar la pro-
pagacién éal virus atenuado en el puerco, el rerndimiento
de viruvs es mayor por causa de las diferencias de tamafio
relativas entre conejos y puercos,

Como un ejemplo especffico del método para ob-

tener el producto, objeto de este invertu, el virus viru-
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lento del cblera porcino se esterilizea bacteriolégicamente
Y se inyecta por via intravenosa & conejos. as temperatu-
res se toman dos veces al dia ¥ cuando se advierte una ele-
vacidn de temperatura, se sacPrifican los conejos y sus ba-
z08 son recogidos, muacerados y puestos en suspensién en un
diluyente tal como las dicolucionas fisioldgicas salinas,
una porcidn de esta suspensidn se inyects despuss a un se-
gundo grupo de consjos.

Estos se sacrificsn a su vez cuando se eviden-
cia una elevacidn de temperatura y se repite el mismo pro-
cedimiento en la forma arriba.reseﬁada. Generalmente se
obtiene la atenuacidn al pasar el virus a través del cone-
jo décimotercio. i1 virus del cblera porcino atenuado por
conejos estd ahora listo para inocularse en el pusrco. =1
tejido del conejJo se muele finamente, se forma con é1 una
suspensibn en sal fisiolégica u otro diluyente, y se le in-
yecta parenteralmente sn puercovs susceptibles el cblera.
la dosificacidn puede variar sn limitec Gesde cerca ds 1/4
c.c. de una suspensidn des bazo al 1% hasta cerca de 10 c.c.
de suspsnsiones de bazo en diluyente &l 10%, en peso, ba-
séndose en la composicidn Integra. Bn un plazo de tres a
cinco dfas, se obsarva una elevacidn de temperatura de 39¢ -
490°C, persistiendo dichsa elevacidn entre tres a cinco dlas
sproximadsmente. En el segundo o tercer dfa a conter des-
de la aparicidn de la fiebre, es sacrificado el animal y
la sangre, tejidos y visceras en general conteniendo el vi-

rus atenuado se separan para su tratamiento.

et
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Se puede subrayar que es posible obtenar el pro-
ducto desezdo sin sacrificar al snimal. Por ejemplo, el cer-
do puade ser sangrado a intervalos ¥ ls sangre, obtenida asf
puede ser usada para preparar el producto. Como método ul-
terior, el bazo puede ser extirpado-quirﬁrgicamente, an cone-
diciones asépticas, lo que evita la musrte del cerdo. Otro
método ulterior consiste en utilizar cerdos machos inyectan-
doles virus atenuado eﬁ conejo, directamente en los testieu-
los. Zn el segundo o tercer dia, a partir de la anariecidn
de la fiebre, los testiculos son extirpados quirfirgicamente,
en condiciones aséptieas, para utilizarlos en la operacidn.
Por tanto, este método suministra también una buena Tuente
de virus atenuado por conejos e inoculado en puercos gin sa-
crificioc éel animal,

Para obtener ol deseado producto la sangre- gi
se utiliza- se deafibrina primnerarente por medios ya cono-
cidos ¥y después se la esteriliza bacteriolégicamente por
adicidén por adicidn de fenol o ée¢ otas substancias de acti-

vidad similar. Si se emplea tejido de puerco, el tejido

‘98 molido finamente y tamizado. El material fino obtenido

puede ser, bien secado y mis tarde reconstitufdo, o bien sus-
pendido en un diluyente en el momento de usarlo, si asf{ se
desea, 0 puede ser innediatamente adicionado a una disolu-
¢idn isotdnica tamponada © mezclada con glicina, lactoss u
otro disolvente adecuado., Por gfiadidura, otras substanciss
activas o excipientes pueden ser incorporados al producto,

si asi se desea. Por ejemplo, puesde realizarse una composi-
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cibn conveniente con cristal violeta y glicerol, empleando
bien el virus atenuado en sangre de cerdfléesfibrinada, o bien
el suero sanguineo transparsente o bien los tejidos del car-
do finamente molidocs.

Para obtener un producto estéril, libre de or-
ganismos contaminsdores se adicions un agente antibidtico,
bacterioestatico o bactericida en cantidad eficaz para des-
truir 0 evitar el desarrollo de organismos bateriasles. Son
Utiles en este sentido antisépticos como el fenol, un colo-
rante de accidn bacteriostéatica o bactericida, una imida
sulfanflica como sulfametacina, sulfameracina, sulfaquinoxa-
lina stc. o practicamente, cualquier agentelantibiético,
bacteriogstatico o bactericida conocido. Como 2s natural
estas substancias se aplican en cantidades tules gue su uso
no resulte t4xico ni destruya el poder inmunizante del virus
atenuado. Se ha encontrado que el empleo de dichas materlas
acrecienta esencialmente la longevidad del virus atenuado en
almacenaje y evita usuales jinfecciones seéundarias en su uso,
Aungue un colorante como viovleta cristal, por ejemplo se ha
mostrado como especialmente eficaz, pueden aplicarse otros
colorantes de naturaleza semejante como azul de metileno,
ecriflavina etc. En presencia Ge cerca de 1/2% fenol - o en
mezcla con 81 - se ha conservado a la temperatura ordinaris
de la cémara frigorifica sangre desfibfinada, durente cien
d{as cuando menos. Incluso se obtuvieron mis largas direc-
ciones empleando 10% o mis de un colorante bacteriocestati-

co. En ausencia de estos agentes de adicidbn, la vacuna con
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virus atenuado tiene que Ser usada dentro de un breve pserio-
do de tiempo después de su preparacidn, para obtener con
ella resultados efectivos. Ademds, se cree que el uso de
agentes adicionales resulva efectivo pera prevenir infeccio-
nes secundarias con respecto a las cuales sc manifiesta el
pPuerco sensible, a veces despuds de su inmunizacidn contra
el virus del cllera porcino. Agentss antibibticos, bacte-
rioestéticos o bactericidas e incluso glubulins gamma, bien
aislados o mezclados entre si, aplicados en asociacidn con
el virus atenuado del cdlara porcino con el doble propébsito
de inmunizarlo contra el cllera del cerdo y de protejerlo
contra infeccionss secundarias, coopera & la plena conser- .
vacidn de la salud del puerco, durante el tiempo gue se es-
t4 consiguiendo una s8lida inmunidad contra el c8lera por-

cino.

Otro agente activo que puede ser usado todavia
en asociacidn con el virus atenuado del cdlera porcino es
el suero anticolérico, bien conocido que hemos mencionado
anteriormente. Como ya indicamos, la practica anterior pa-
ra inmunizar puercos consiste en inyectar suero anticoléri-
co para cerdos sn unidn de una inyeccidn de virus colérico
virulento. S8i se desea utilizar este suero, ya sea para
alcanzar una inmediata inmunidad pasiva y temporal contra
el cllera o para prevenir infecciones secundarias, se ha
comprobado que pusden obtensrse excelentes resultados sin
usar el virus colérico virulento, utilizando los productos

de virus atenuados, propios de aste invento, en conjuncién
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con el suero anticolérico.
Los ejemplos siguientes representan casos ul-

teriores ilustrativos de la presente invencidn:
- BIEMPLO I

Se preperd una suvspensidén al lO%,leSteriliza-
da de bazo de cerdo, conteniendo virus colérico porcino,
gtenuado por conejos y propagado por cerdds, para lo que se
tritura el bazo - en una maquina trituradora de tejidos -
con solucibn salina fisioldgica hasta obtener una suspensidn
homogénea. A partir de esta suspensibén de bazo al 10% se
prepararon diluciones décuplas en serie, en solucidn fisio-
iégica salina esterilizada, adicionando 1 cc., de la suspen-
gidn al 10% & 9 c.c. de la solucidn fisioldgica salina este-
rilizada, mezclendo y transfiriéndolaes hasta que se hubie-
ron preparado diluciones en serie desde 1 por 100 hasta 1
por 1.000.000,

Se inyecta sgbcuténeamente er la axila de cer-
dos sensibles a la epidemia 1 cc. de las diluciones en se-
rie 1 por 10,000, 1 por 100.000 y 1 por 1.000.000, a cugtro
cerdos por cada dilucidn. Las temperaturas rectales de los
puercos se toman cotidianamente durante veintieun dfas. Du-
rante este periodo, cuatro de los cuastro cerdos inyectados
con la disolucidn de 1 por 10,000, tres de los cuatro cer-
dos inyectados con la disolucidn de 1 por 100.000 y dos de
los cuatro cerdos inyectados con la disolucidn de 1 por
1.C00.000 manifestaron temperaturas elevadas.

Veintiun dias después de la inyeceidn de las

- 12 -
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disoluciones de bazo de cerdo se pusoc a prueba ls resisten-
cia de todos los puercos mediante la inysccidn de 2 c.c. de
sangre con virus de cdlera porcino virulento. Un cerdo que
habia recibido la dilucidn al 1 por 1.200.000 suculbid des-
puds de la prusba. Todos los otros cerdos sobrevivieron
sin sefiales de cdlera.

Sobre esta base se ha deducido que la dosis in-
munizante minima de virus de cdlera porcino propagado en cer-
dos y atanuado en conejos, es del orden de 1 c.c. de una di-

lucidn al 1 por 100.000 a 1 por 1.C00.000.

BIBLIPLO II

Puercos con similar susceptibilidad fueron in-
yectados subcuténeamsnte en la axila con 1 cc. de las dilu-
ciones en seriec de bazo porcino, preparadas como en el Tjem~
plo I, 1 por 10.900, 1 por 1l00.J00 y 1 por 1.,000.000 toman-
do cuatro cerdos para cada disolucidn. Simultdneamente, Ffuéd
inyectado subcutaneamente cada puerco, en la axila dsl otro
lado con 10 c.c. de suero anticolérico. Se tomd 1la tempe-
ratura rectal de los csrdos cotidianamente, durante veintiun
dfas. Dentro de este periodo, solo un cerdo tratado con la
dilucidn &l 1 por 10.000 mostrd una elevacidn de temperatu-
ra significativa.

Para permitir gue la inmunidad pasiva conferi-
da por el suero tuviera tiempo de disiparse, la resistencia
de. estos puercos fué puesta a prueba con 2 c.c. de sangre

.

con virus virulento de cdlera porcino seis semanas despues

de la inyeccidn. Tres cerdos inyectados con la dilucidn al
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1 por 1.000.000 sucumbieron después de la prusba. =11 resto
sobrevivid sin sfintomas de cdlera.

Sobre tal base se ha deducido gue la dosis in-
munizante minima de virus del cdlera porcino propagedo en
cerdos y atenuado en conejos - cuando se da simulténeamente
con 10 c.c. de spro anticolirico- es dsl orden de 1 c.c. de
dilucidn entre ol 1 por 100.000C y el 1 por 1.000.000.

Debe abvertirse que, aunque en los sjemplos DPre-
cedentes el método preferido consiste en la inyeccidn delvi-
rus y dsl suero por separado, el suerv anticolérico puede ser
mazclado con la suspansién dsl virus stenuado para efectuar
la inysccidn, si as{ se desea. Cuando se inyectunfjuntos- sue-
ro y virus atenuado - la cantidad de cada uno debe ser elegi-
da de tagl modo que el virus no resulte complstamente destrui-
do. Se ha hallado que 5 a 15 c.c. aproximadamente de suero
anticoldrico, =i se usa junto con 1 c.c. aproximadamente de
virus atenuadov- preparadce como ya se ha dsscrito inmuniza sa-
tisfactoriamente al pusrco contra el cSlera de su especle ¥
ademds le protege esencialmsente contra los agentes causantes
de infecciones secundarias. Las dosificacion=as de virus pa-
ra inmunizar puercos propagado en cerdos, atsnuado en cone-~
jos- pueden variar ampliamente. Iledio centimetro clbico de
sangre con virus atenuado resulta més que adecuado, misntras
gqus 10 c.c. de sangre con el virus atenuado no parece actuar
mejor ni psor que la cantidad mds pequefia an 1o que se refie-
re a conferir inmunidad contra el ¢cOlera del csardo. Las vis-

ceras ds puarco, tales como el bazo de cerdo la dosis minima
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inmunizante es del orden aproximadamente ds 1 c.c. Ge una di-
lucidn del 1 por 100.uJ00 al 1 por 1.000.000. &1 producto

se administra indiferentemsnte por inyeccidn parenteral o
mediante alimentacidn por via oral. 4 lo que parece solo

es pecesario introducir una cantidad muy pegyusiia del virus
atenuado en el cerdo sensible a la infeccidn. 31 virus se
reprdduce por si mismo y estimula una inmunidad activa,

presumiblements, duradera toda la vida,

- G - —— -

- — - —— - — - -

Los puntos da invencidn propia y nusva gque se
presentan para gue sean objeto de esta Patentes ds Invencidn
en Espafia, son los siguientes:

12, Un procedimientc de preparacidn de una va-
cuna para inmunizar puercous contra el cblera porcino, carac-
tarizado por atenuar virus del e¢dlers poreino mediante una

transferencia animal en s=rie, seDdarsa virus atenuado de ells,

- 15 -
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concentrado el virus atenuado por inyeccidn en el puerco y-
una vez obtenida la elevacibn de temperatura- recoger ague-
llas partes d=1 cerdo gue contenga el virus atenuado en for-
ma relativamente concentrada.

2%, Un procedimianto de scuerdo con la reivin-
dicacidn 1, caracterizado vor l# &tenuacidn del virus del
cblera porcino mediante su transmisidn a través de una serie
de animalas relativamente pequeiios.

¢, Un procedimiento con-forma a la reivindi-
cacidn 2, caracterizados por gue los pequefios animales uti-
lizados son conejost

492, Un procedimi=snto conforme a las reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizadu por separar tejidos del cerdo
relativamente ricos en cuerpos de virus, triturando finamen-
te los citados tejidos para obtener un producto de vacuna-
¢cidén conteniendo virus‘atenuado del c¢cblera porcino en forma
relativamente concentradsa.

¢, Un procsdimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn l, caracterizado por inyectar virus del cblera nor-
cino a través de una serie de conejos, extrayendo de ellos
los tejidos conteniendo virus atenuado del cllera porciro,
triturando Timmente el citado tejido y preparando con é1 una
susvensidn acuosa gque contenga entre el 1 al 100 del tejido
e inyectando un minimo de cerca de 1/4 c.c. Ge la indicada
suspensidn, en un cerdo y cuando se ha obtenido una elevacidn
de temperatura, extrayendo del cardo aguellas partss gque con-

tengan sl virus atenuado a concentracidn ralativamesnte alta,
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6¢. Un procedimiento de acuerdo con cualguie-
ra de las precedentes reivindicacionss, caracterizado por
recoger agusllas partes del cerdo gue contlienen el virus en
21 momento en que 21 virus se encuentra todavia en forma
atenuada y no virulsnta para =l cllere porcino y también en
el momanto en qus la concentracidn del virus atenuado ha
aumentado ssencialrente por encima de la concentracidn an
el momerto de la inyeccidn, sliminando por tamizadéo las me-
terias indeseables de la masa de cerdo recogida y obtenien-
do una vacuna gue contenga substancia de puerco llsvandéo con-
sigo el virus atenuado en una concentracidn esencialmente
méds alta gue la obtenida desvuds de dicha transfarencia en
serie a través ds animelss.

7%, Un procedimisnto de acuerdo con cualquie-
ra de las precedentss reivindicaciones, ceracterizado por
atenuar una cspa virulenta de virus de cllera porcino Gnica-
mente por transmitirlo a través de una serie de 13 a 14 co-

nejos.

« Un procedimisnto de acuerdo con cualquie-
ra de las reivindicaciones precedentes, caracterigado por
el hacho de qus la parte recogidé del puerco se =lige del
grupo formado por la sangre de cerdo, bazo de cerdo y ter-
tfculos de cerdo.

9%, Un procedimisnto de acuerdo con la reivin-
Gicacidn 8, caracterizado por tratar le parte recogida para
elininar fracciones indeseables del grupo, consistente en

fibrina y particulas indebidamente grandes, incapaces de

- 17 -



10

20

202131

atravesar un tamiz fino, eliminando las citadas Tracciones
de cerdo indeseablss y aislando finalments una substancia
vacunadora contra el cdlsra porcino de origen porcino, con-
teniendo virus atenuado de c¢cdlsra porcino en concentracidn
relativamente alta.

108, TUn procedimiento de acuerdc con la rei=-
vindicacidn 1, caracterizado por sangrar el cerdo, tratar
la sangre de cerdo conteniendo el virus a concentracidn re-
lativamente ultz, para separar de ella la fibfina; esteri-
lizar bacterioldgicamente la sangre de cerdo desfibrinada
y obtenar de ells una vacuna compussta pDor sangre de cerdo
desTibrirseda llevando consigo‘virus atenuado de cdlera por-
cinu a concentracidn relativamente alta.

112, Un procedimiento de acuerdo con cualquis-
ra de las reivindicaciones 1 - 3, caracterizado por separar
sangre y tejidos contzaniendo 21 virus atenuado a concentra-
cidnes relativamente altas.

12¢, Un procedimiasnto ds inrunizar un puerco
contra el c¢dlera porcino, caracterizado por inyectar en el
puerco una vacuna éontra el cdlera porcino, propagsda en cer-
d0s, atenuada en conejos, y en inyectar- en esencia, simul=-
tansamsnte- en 2l cerdo una substancia preventiva contra in-
fecciones secundarias.

132, Un procadimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 12, caracterizado por =21 hacho de gue la citada
substancia inyectada, aproximadamente sl mismo tiempo, que

»
la vacuna es suero corntra el colsra porcino.
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1492, TUn procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 12, caracterizado por el hechuo de gue la cita-
da substancia inyectada, sproximadamente al mismo tiempo
que la vacuna, os una globulina gamma derivada de la san-
gre del puerco.

15¢, TUn procedimisnto para preparar una vacu-
na contra el cdlara porcine.

Tal y como se ha dascrito en la llemoria que an-
tecede y para los fines que se han espzcificado.

ITsta liemoria consta de disz y nusve hojas es-
critas a méquina POr una sola cara.

L3 MAR 1952

Madrid
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