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El principio de la preparacisdn de vacunas especificas
contra las enfermsedades de virus filtrantes o ultra virua
del hombre y de los animales, hace necesdria la produccidn
masiva., Ahora bien, como estos tan soloc se cultivan en pre-
sencia de celulss vivientes, nos esforzaremos en obtener
su cultivo, mas o wenos abundante, de diversas formes ?

- cultivo in vivo, es decir en los animales ;

» cultivo en vitro, es decir en los medios de cultivo
artificiales o naturales, debidamente preparados, contenien=
do celulas vivientes o sobreviviendo que a su vez se culti~
van vy en las que los virus se mmltiplican § v

- cultivo in ovo, es decir en embriones de pollos desa~-
rrollédndose en el hueve ;

= 0 bien a¥n, cultivo de los d&rgenos © en los grandss
fetos qre se hacen sobrevivir por inoculaeién artificial,

Pero estos médios presentan, en general, un rendimiento
bastante limitado y en determinados casos insuficiente. lLos
mé&todos de cultivo in vitro y en ovo, principalmente, ade~
mds de ¢que pueden suministrar virus acompaflados de protei-
nag extranjeras a la especie a las que se las desting y de~
bido a ello ser mas o mencs peligrosos, presentan mobre todo
el defectc grave de provocar variaciones de las propiedadss
especificas de los virus, haciéndoles inutilizables en la
mayoria de los casos.

Un ejemplo de virus gue se intenta producir en gran
centidad es, el de la fiebre aftosa.

En este caso particular, es generalmente a partir de
los aftas que se producen en la lengua y las mucosas de la
garganta que se recoge el virus destinado a la fabricacidn
de la vacuna eanti-aftosa, después triturado, adsorcidén emn
aluminag y atenuscidn por el formol a temperatura conveniens
te. Pero una vaca infectada artificialmente, luego sacrifi-
cada para permitir una recoleccidn total del virus, no su-
ministra, por término medio, mas de 40 a 70 grs., de virus;
para gue la recoleccidn sea ligeramente mas abundante, es
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necesario sacrificar los animales especialmente seleccio=-

nados, El precio de coste del virus destinado & la produc-
cidn de la vacuna es pués elevado. Ademds, el virus se ob=
tiene con frecuencies en cantidad insuficiente, Por otra par~-
te se trata de un producto virulentec manchado de diversos
microbios, Es principalmente por ostasg razones que se ha ine
tentado obtener el cultivo masivo del virus aftoso. Se han
utilizado entonces otras fuentes procedentes de la especie
bovina i sangre, salive en la que se excita la secrecidn me-
diante @rogas, cultivo in vivo del virus eftoso asociado ab
otro virus {(virus de la vecuns), lo que proporciona una pul~
pa de dos virus mezclados, etCess

Se han practicado tambien otros cultivos in vivo en
diversas especies de animales : porcino, ovejuno, roederos
de laboratorio, preparando a veces especialmente el animal;
inoculacidn concomitante de un virus de otra suerte, produc-
cidn de una edema-reaccional por substancias irritantes o
una infeccidn, inoculacién en los tejidos de un cancer in-
jertado en el conejo de indias, en el pulmdn del conejo mo-
dificedo por otra infeccién o por otros transtornos circula-
térios provocados, o diversas reaccioneé, etCece Pero en to-
da8 estas tentativas de cultivo in vivo, el rendimiento en
virus obtenido es bastante reducido, variable y aleatdrio ;
edemds, en las diversas especies bovinas, el virus aftoso
estd sometido a modificaciones poco deseables con respecto
a la preparacidn de vacunsas pare los bivinoss ‘

Se ha intendado igualmente obtener la produccidn masie
va del virus aftoso por el cultivo in vitro, o sea el culti~
vo en despojos de la mucoes de la lengua de bovinos adultos
despuss de haberse deainfectado, en un medio de cultivo prin-
cipalmente artificial, o sea el cultivo en pequefios fragmene
tos de piel de fetos de vaca en un medio natural, teniendo
el valor de une dialisis, liquido defalo-raguideo o ligquido
amniotico de vacas

Estos dos procedimientos permiten obtener el cultivo dd
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virus aftoso en cantidades bastante importantes; se puede
no obstante temer gue la multiplicacidn del virus fuera del
organismo no tenga una influencia molesta para sus propie-
dsdes, mag tarde o tempreno,

Es debido a todos los incénvenientes y dificultades
indicadas mas arriba gue la fuente principal del virus afto-
so destinado & la fabricacién de la vacuna anti-aftosa en
los diversos peises, estd especialmente representada por los
aftas obtenidos como consecuencia de inoculaciones de virug
aftoso en la mucosa lingual de la vaca, Es a partir de la
fuente principal representads por los aftas y algunas otras
fuentes, que la vacuna anti-aftosa se prepara por adsorpcidén
en slumina y atenuacidén por el formol y el calor, © por otrecs
antisépticos, o por agemtes fisicos, como los rayos ultras=
violetas, etC... Pero esta vacuna liguida no puede desecar-
se, pudiéndose tan solo conservar a temperatura baja, a al=
ghnos grados centigrados, si se desea mantener sus propie-
dadese.

Ya que la recoleccidn de los aftas estd forzosamente
limitads, se intenta sobre todo, preparar una vacuna antie
séptica utilizando la menor cantidad posible de materia vie
rulenta, por ejempla .afladiendo al virus ciertas substancias,
como son las protaﬁﬁgnag u otras, Pero esta economia de ma=
teria virulenta no resuelve el problema de la produccién
masiva de los virus,

No existe actualmente un procedimiento de produccién
en gran cantidad del virus aftoso, en la especie sensible
a la que la vacuna anti-aftosa se destina especialmente, es
decir a la especie bovina ; un tal procedimiento de cultivo
mesivo in vivo debe naturalmente conservar al virus aftodo
toda su virulencia y propiedades especificas y todas las
calidades necesarias para la produccidén de una vacuna efi=
cdz, permitiendo incluso preparar una vacuna pudiendose
congervar en estado seco. Téngase en cuenta gque, todo cuan=
to queda dicho concerniente al virus patégeno aftoso puede
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igualmente aplicarse a otros virus patogénios para el hom-
bre y para los animales,

El procedimiento segin el invento permite obtener es~
tos virus especificos muy virulentos en gren cantidad, por
diversos kilos, con las spubstancias que los acompafilan y per—
mite tambien atenusar o suprimir su poder patogénio, prepa=
réndoles luego al estado seco si fuera necesario,

Queda bien entendido que este procedimiento es genersl
y aplicable & virus diversos de los animalés y del hombre,

Este procedimiento coneiste en provocar en el animal
receptivo el desarrollo en gran masa del tejido en donde el

_virus que se desea cultivar se multiplica electivamente,

luego a infectar el animal con el virus, ya sea por inocula=.
cidn en esta masa de tejimientos electivos neoformeda o en
otra regién, ya see por contdgio, luego a extraer la masa
virulenta en el momento oportunoc y tratarla convenientemen=
te. Numerosos virus filtrantes, en efecto,no se multiplican
abundantemente y tan solo conservan su caracter en las ce~
lulas de sus tejidos de eleccidn : tejidos epitélios, ner—
viosos, etc.. Puede existir uns electividad estricta para
ciertos tejidos y no para otros, Ademds, ciertos tejidos elex
tivos favorecen mas que otros la produccidn de substancias
asegurando los mecanismos de la inmmnicidn, El1 procedimiento
utilize precisamente esta electividad de tejimientos de nu~-
merosos virus y en lugar de provocar solamente una masa resc-
cional cualquiera e indeterminada en el animel receptive pa-
ra intentar aumentar la recolecciéwm del virus inoculado, co-
mo hacen slgunos homdres de laboratdrio, crea las propias
condiciones del medio de tejimiento especifico exigido por
el virus para su multiplicacidn abundante y para la conser~
vacién de sus caracteristicas.

De una menera general, los tejidos de electividad del
virus consgiderado se extraen asepticamente de los fetos e
incluso del adulto de la misma especie, o eventualmente de
otra especie mas o menoe similar y tambidn receptiva. Estos
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\tejidos 8e cortan convenientemente y se dilwyen, luego

la suspensidn de tejimlientos asi preparada se implanta en
¢l animsl sensible y en un sitio apropiado debajeo de la
piel, en la cavidad abdominsl, plemral, etc.. Ests ewa~
pensidn de tejides especificom me organizs rapidamente en
ws masa neoforma, provocando reacciones importantes de la
parte del hmeasped, Se conztitwye asi lo que podriamos lla~
mar wn ewbrioms especifice, constituido solamente por teji-
dos normales de eleccidn del virus : por ejemplao tejidos
epiteliosy y, entre los mismos estos de wn determinado &r-
gano y no del otro, cuandc las afinidades del virus que se
desea cultivar son muy parecidas, En el momento preciso ,
trenscurridos unos diam, el virms se inocuwla en el animel,
ye sea por via elective, yz sea o al propio tiempo en eeta
masa, que pusde aumentarse enormemente de un peso de verios
kilos en los grandes animales de matadero, como la vaca,
por ejemplo, El virus me encuentra directamente en ew me-
dio de tejimientos de eleccidn, teji&o que a su ver estd en
pleno cultivo, de smerte que el virus se mmltiplica mmy ace
tivamente conservandc e incluso awmentando ew virulencis.
Ademds, determinedas swbstancias gquimicas pueden afladirse
al liguido de dilwcidn del virue, con objeto de sumentar su
viralencia, facilitando aw cuwltivo y desarrollo de produce
tos #tiles para la inmunizacién, Puede incluso afiadirse agen~
tes bloldgicos, como determinadas bacyériss convenientemer€e
escogidas, Estas substancias o agentes favorsbles, pmweden
iguelmente afiadirme a la suspensidn de tejimientos de im=
plantacidn. Ek el cemo de gque fuera indicedo, el animal inw
fectado se coloca en wn recinto a ftemperatura convenlente,
por ejemplo fresca.

Este masa virulenta se extrae facilmente tranacerrido
un tiempo determinado, representando uns recoleccién de vie
rus gue pusde correspender, para un solo animal, a la que se
obtendria normslmente, en los propios tejidos electivos,
decenas e incluse centenss de los miesmos animxles.s La mate-
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ria virzlenta asi obtenids myy facilmente en pocos disse,
con todss sus calidades y todas las substencias que la
acompefian y con una abundancia nuwncz slcanzada hasts shora,
ss trata entonces convenientemente a fin de transformarse
en vacune por ejemplo, o en masa de inyeccidn en el animsl
pars la obtencidw de wn enti-swero, Puede utilizarse tal
cual vna vez triturada convenientemente, o bisn pueds ex-
traerse el virme por diversos médios fisicowquimicos § fie-
nalmente ls masa virulenta es adsorbide, si fwers indica~
do, en substancias apropiadas, luwego su virulencia se ate~
nus por diversos agentes fisicos, guimicos o biolégicos,

El procedimiento segin el invento reside pmés en el
cultivo de loa virws, in vito, en embrioms especifico, cen
preparacidn y atenmacidn conveniente de la masa virmlentsa,
comprendiendo, md fuera indicado, su desecacién por subli-
macidn en el vaclo & baja temperature o liofilisacién, No
obatante, en determinados cessos, la atenuacidn pmede dajar
de ser necesaria,

A fin de desoribir el procedimiento segén el invento,
con mayor detalle, tomsremoes como ejemplo la preparacidn
del virus de la flebre aftosa, pero este procedimiento pusde
aplicarse iguslmente bien con veriasntes apropladas, pars la
produceidn masiva y prepsaracién de diversos virus patdge-
nios de los animsles y del hombre. .

Los tiempos esencisles son t la prepsracidn y la implane
tacién de la suspensidn de tejimientos especificos, la ino=
culacidn del virus, la recoleccidn y la preparacidn de la
materia virulenta,

lLa suspensidn del tejimiento estd esencislmente conse
tituida por los tejidos epitélios de igual especie, extrai-
dos amepticamente de los fetow de vacas sacrificades, por
ejemplo, en los grandes matad.e‘ioa, Los uterinos llenos, ob=
tenidos sin preceuciones espsciesles se lavan, secan, luego
desinfectan convenientemente medisnte la tintura de yodo por
ejexplo, Seguidamente se abren asepticamente y se retiran
los fetos,.
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Toda la piel de los fetos de dimensidn convenients
adn sin pelos, las mucoses de la garganta, la lengua, se
extraen, Se pueden afladir los pulmones, los tessticulos, cor-
dones umbilicales y si se quiere los &rgancs de los fetos
de gran talla, incluso poco tiempo antes del términoe Todos
estos drganos se cortan en fragmentos lavdndose Iluego en
un liquido fisioldgico conveniente con objeto de limpiarles
lo mejor posible la sangre. Los pulmones, especialmente, no
deben retirarse antes de somster a los grandes fatos a un
sangrado y si fuera necesdrio haberles aplicado una corrien-
te de liquido fisioldgico a través de sus vasos para expul-
#ar toda la sangre, Los pulmones y otros drganos de los ani-
males jdvenes y adultog pueden utilizarse, pero las precau=
ciones de la eliminacidn de la sangre y la asepsia son mas
dificiles,

Si se utilizan drganos del adulto que estdn naturalmen—
te manchados, como la mucosa de la lengua, la mucosa del
rumsn, etc..s y que constituyen buenos medios de cultivo, es;
conveniente ?repararlos y desinfectarlos con antisépticos,
substancias antibacterianas como los antibidticos, etCeess
Estos drganos pueden almscenarse durante alzun tiempo en
lugar frio, antes de utilizarse. los fragmentos de drganos
se passan asepticamente por un cortador de carhe gue loa re=
duce en pulpa fina, Leta se diluye convenientemente, por
ejemplo de mitad, con un liguido fisidlogico apirdgeno y
estable, provisto de un sistema tampdn y de'pH conveniente,
por ejemplo pi 8,2, de suarte que la suspensidn del tejido
que ya es de por si #oida pasa a un pH situado cerca de
TH 6,5,

A esta suspensidn asi preparads asepticamente, pucde
afiadirse a dosis convenientes, productos antibacterianos
como los llamados antibioticos, por ejemplo.

Se inyecta luego ests suspensidn en la vaca, animal
sensible en el ejemplo escogido, La implantacidn de la
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suspensidn de tejimientos se hace asepticamente, y= mea de-
bajo de la piel gme pueds haberse previamente afeitado y
suficientemente despegado por inauflacidn de aire esteres
lizado, o en cavidad abdominal, por inyeccidm intrape-
ritona.i. Les vacse sanas, soportan sin ningdn inconveniente
ni transtormos estas implantaciones asepticas de varios lie-
tros. Es posible implanter tambien wns suspensidn proce«
dente de tejidos de la especie bovina en un huesped de es-
pecie sensible, pero distinto, por ejemplo el cerdo,

La infeccidn por el wires ze efectus wnos dias mas tare
de de la implantacién, por ejemplo tres o cuatro, En este
momento el embrioma especifico &e ha organizado, les celmlas
altersdas estdn en via de eliminacidn, las otras se multi=
plican, el pH es el del medio interior de la vacae La dosis
conveniente de virus previamente graduado se diluye en wna
cantidad aproplads de ligquido fisiolégico tamponado e ino-
culado en el propio embrioms, debajo de la piel, en diversos
pantos, o en la cevidad abdominal. Al propio tiempo, la vaoce
puede recibir wmma inoculacién virulenta en la mucoss de la
lengua, que es el procedimiento cldsico de transmisidn ex-
perimental de la fiebre aftosa en este animal, o infectarase
por otra vie o por contdgio, & partir fe un animal habiendo
ye& contraido la enfermedad.

Segin los casom, lea inocmlacidn por wn procedimiento
clésico o la trensmisién de la enfermedad por contagio natu-
ral, pwede evitar.:les inoculacidn en la masa del ewbriomsa,

Este inocwlacidén virumlenta en la mucosa de la lengua
permite seguir muy facilmente la ewolwcidn en la vaca y re~
coger ol embrioma virulento en el momento favorable,

Es ademds posible aumentar la virulencis del virus,
sdiciondndole, segin el invento, ciertas substancias del té=
po de les polismacarias guwe forman parte del metabolismo nor+
mal y que s6 encuentran en abundancia en tejidos como la
epidermig, las mucosas, los cartilagos, los tejidos de se~
crecidn de mmcinas, etc... t d#cido hialurenico y sus esteres
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selfuricos, como los llamados codroitina sulfirics, mocis
tina sulfirica y los cuerpos derivados de estos. Es asi que
extractos apropiadoe de estos tejidos y simplemente la ho=
perina gue pusde facilmente adguirirse ahora y que es wna
subsgtancia rica en esteres sulfiricos (micoitina sulférice)
sumenta noteblemente, a debil dosis, el cultivo y virmlens
cia. Iguslmente puede emplearse macinas euyo grupo prosté-
tico es tambien el dcido sucoitina awlfdricos Los extractos
convenientes o la heparina, o mucinas, pmeden afiadirse sim=
plemente al liguido de dilucidn del virws en el momento de
la inoculacidén, o bien inyectarse en el embrioma especifico,
antes o después, Se puede tambien asociar al virue en el 1liw-
geido de diluwcidn o inyectar en el embrioms otras substanciaas
o agentes bioldgicos suceptibles de favorecer ya sea el culw
tivo del virus, ya sea el desarrollo de la substancia favo-
rizande wlteriormente los mecanismos y la inmanizecidn con=-
trs la infeacién provocada por el virus, en particuwlar cler=
tos microbios convenientemente escogidos, aislados o no de
los tejidos de los aftas que se desarrollan en la lengma de
los animales atacados de fiebre aftosa y pudiendo incluso
contener un clerto gredo de necrobiose.

la enfermedad se desarrolla y toda la masa del embrioma
especifico sirve de medic de cultive extremadamente favoras
ble al virus aftoso, Este mase me extrae asepticamente en el
momento determinado por la evolucidn de la enfermedad, se—
gin los aftas, la curve térmica y la finalidad & alcanszar,
pudiéndoge hacer extracciones tardivas cuando la virulencie
ge he reducido ya por laa rescciones de defenma del organis«
mno,

La vaca asi preparada di wna recoleccidn de materis wvi-
rulente en general esuperior a la cantidad de suwspensidn Qe
tejimiento que se le ha inyectado., La implantacidn provoca,
en efecto, una reaccidn de los tejidos del animel y una ses
crecidn abundante de serosided, Es asi que debejo de la piel
el embrioma especifico determins wna edema mwy voluminosa t



320

326

330

235

40

545

350

i oA N

en el peritonio provoca la secrecidn de diversos litros de
ascito, etc., Todo este material es extraordinariamente vi-
rulento e interesas extraerlo manchdndolc lo menos poasible de
sangre, Se puede recolectar por ejemple, muy facilmente, en
pocos dias 5 kilos o mas de materia wuy virulenta, en una
sola veca, comunicando este materia la enfermedad por inocu-
lacidn a otras vacas, en la dilucidn de 10"8 por ejemplo,

lo que corresponde a una cantidad formidable de virus.

Los tejidos virulentos que se han extraido se preparan
entonces oonvenienteuente, asepticamente. Se verifican y seo-
cionan, las grasas, los tejidos fibrosos o sangrientos se
eliminen, Los fragmentos se reducen a pasta, luego se tritu-
ran lo mas posible, es decir hasta conseguir la trituracidn
de las propias celulas que los constituyen. Parz esta opera-
cidn que se efectua a baja temperatura, diversos triturado-
res—emuléionadoras muy rdpidos y homogenizadores, pueden uti-
lizarse asociando o no una accidn de la congelacidn y de la
descongelacidn, que puede hacer estallar las celulas con la
aceidn de los ultra-sones u otras acciones mas. Finalmente,
el triturado celular se meszcla con los liquidos virulentos
recogidos en el propio animal a la vez que los tejidos viru-
lentos recogidos : liquido de edema, liguido de ascito, etce
tiltrdndose el todo a través de una gasa 0 ligeramente cen=
trifugado para eliminar los restos fibrosos si existieran ;
obteniéndose entonces el triturade virulento bruto de pH mn
poco alcalino (pH 8,3 por ejemplo). Este triturado se trata
luego convenientemente segin la finalidasd deseada. Puede
utilizarse tal cusl o bien servir de materia de extraccidn
parz las fracciones separadas,

Todas las operaciones se efectuan asepticamente y &
baje temperatura, Se puede extrser principalmente la frac=-
cidn desoxiribonuclec-proteico por-la accidn del cloro de
sodivm concentrado (la concentracidén molecular o dos vedes
molecular, y precipitacidn en agua destilada) y la fraccién

ribonucleo~proteico por acidificacién. Las nucleoproteinas
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toteles (desoxiribonucleoproteinas y ribonucleoproteinas)
asociadas a otras proteinas pueden precipitarse tambien
con una golucidn de cloruro de cerium o de lantano, este-=
relizado por filtracién y diluido convenientemente,

La fracci6n de las globulines (especialmente las globu~
linas} puede precipitarse por adicidn en frio de alcohol
etilico a 50° haspa 25°, La precipitacidn de la totalidad
de las proteinas puede hacerse por una mezcla de alcohol &
§6° y dioxana pura por ejemplo, en partes iguales, en la
proporcidn de tres partes de esta mezcla para una de tritu—
rado bruto per ejemplo. La precipitacidn por acetona o sul~-
tato de mmonium u otros cuerpos puede hacerse igualmente,
pero eg dificilmente completa; ademds, la dilucidn tiende
a provocar una disociacidn perjudicial de complejos protei-~
cos.

Waturalmente, pueden emplearse otros procedimientos
de extraccidn de diversas fracciones. Las diversas fraccio=
nes pueden consgervarsge luego por desecacidn a baja tempera=
tuts (liofilisacidn).

El triturado bruto concentrado o diluido en uwn liquido
fisioldgico tamponado de pH convenientemente o las fraccio-
nes activas que se han extraido, pueden luego prepararse
segin la finalided deseada. Se puede por ejemplo, adsorber-
las en un cuerpo adsorbente stenuando su virulencia, luego
liofilisarlas.

La adsorpcidn gi es interesante efectuarla, segun la
finalidad deseada, puede practicarse segun el método cldsi-
co, en hielo de alumina, Pero puede obtenerse igualmente
uns buensa adsorpcidn mezclando convenientemente el tritura-
do virulento o los extréctos del mismo, con preparaciones
compuestas de goma arabiga u otras gomas solubless en el agus
engrudos de almiddn, o de glicdgeno, u otros glucides, sl
todo a un pH conveniente, por ejemplo ligeramente alcalino,
por un sistema tampsn de glicocola y de sosa. Las cantidades
respectivas de estos diversos cuerpos pueden variar segin
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la8 necesidades, Bien entendido, otras preparaciones ad-
sorbentes pueden utilizarse, polivinilpirolidona u otras
substancias orgdnicas o minerales, o bionologicas, etCess

o0 bien eun preparaciones de goma arabiga con un sistema
tampdn como el precedentemente descrito, al §pe se afiade
una debil cantidad de sclucidn alcoholica de goma de alme—
ciga t me produce un floculato muy homogéneo que ppeds dese-
carse bajo forma de fragmentos que no se adhieren al cristal
¥y que pueden disolverse rapidamente en el agua, Todas estas
preparaciones son naturalmenfe asepticas,

Ho obstante, en el triturado bruto, existen ademds de
las nucleoproteinas virulentas, una cantidad importante de
proteinas y otros cuerpoé en asociacidn o no con el viruse
Estos cuerpos tienen una gran importancia con respecto al
desarrollo de los mecanismos de inmunizacidn. Este conjunto,
no disociado, constituye por si mismo, con relacidn al virus
un complejo de adsorbente naturel, pudiendo existir interés
en respetarlo en su integridad.

Ia atenuscidén de la materia virulenta, o sea no diso-
ciada en estado de complejo natural, o de sus diversas frac-
ciones, puede hacerse segun los métodos cldsicos, por la ac-
cién de diversos antiasépticos a dosis, duracidén y temperatu-
ra convenientes, por ejemploc por la accidn de agentes fisi-
cos, solos, temperatura, irradiscidn ultra-violeta, etcess

Pero otros procedimientos son, segin el invento, apli-
cables; es asi gque la dioxana pura, o las mezclas de alcchol
etilico y dioxana pura, de las que ya se ha hablado, pueden,
en condiciones convenientes, atenuar suficientemente la vi-
rulencia, en triturados virulentos o triturados de aftasa,
si se dirige a esta fuente cldsica de virus aftoso, sin de-
jar de tenerse en cuenta las propiedades inmunizantese. De
igual manera, cilertas substanciaz quimicas que existen en
los organismos, como regultado del proceso de desgraduacio=
nes engimaticas, son de un gran interés para la atenuscién
de los virus, Es asil gque los polisacaridos gque extsten nor-
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malmente en abundencis en determinados tejidos y en parti=
cular en la piel y de los que algunos activen la virulencia
y ocultivo del virus, pueden liberar como productos de dess
gruadscidn, bejo la accidn de ciertas enzimas, como las
enzimas mucoliticas u otras, o por hidrolisis, substenciam
que inactivan 0 neutralizan la materia virulenta, Este es

el caso por ejemplo del dcido d=glicurdnico o de algunos ds
sus derivedos {d-glucurones por ejemplo} y de la glucosamina
o de sus derivedos 3 N=wacetil«d-glucosemina o simplemente
del cloridrato de glucosamina por ejemplo o del dcido galac~
turdnico, cuerpo practicamente no tdxico en el empleo que se
destina, Basta pués con afladir estos cuerpos, especialmente
el cloridrato de glucosamina, en la materia virulenta, a unas
concentracidn, duracidén y temperatura convenientes, para
atenuar o neutralizar suficientemente, Tales cuerpos como
la glucosamina o sus derivados, o la deglucorona, o el dci«
do deglicurénico, u otros cusrpos vecinos o derivados, pue~-
den afiadirse de manera conveniente en las preparaciones de
materia virulenta y sdsorbente, de la que ys se ha heblado
y atenuar suficientemente la virulencia, Estos cuerpos quse
pertenecen al metabolismo del organismo pueden atenuar tam-
bien de manera andloga en otras fuentes de materia virulen~
ta, por ejemplo los aftas que se utilizen clasicamente como
fuente de virus aftoso. Téngase en cuenta gue las gomas, ¥
espscialmente la goma arabiga, que se emplean en estas pre-
paraciones contienen diversos glucidos, principalmente los

pectosos y un dcido uronico, el dcido glicuronico y pueden

1 contribuir, en determinadas condiciones a atenuar la viru-

lencia., Ademds, preparaciones convenientes de estos cuerpos
quimicos bioldgicos gue atenuan o neutralizan el virus y
los absgorbentes, de los que ya se ha hablado, u otros ade
aorﬁentes inyectables, constituyen preparaciones-retardadow-
rae8 lentamente readsorbidas y pudiendo provocar rescciones
favorables en la estabilizacidn de la inmunidad, En fin,

la virulencia puede atenuarse por los mecanismos bioldgicos
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de defensa del orgenismo en caso de extracciones tardias
de la msma de tejimiento.

La materia virulenta limpia de bacterias de infeccién
benal, obtenida por kilos en pocos dias, preparada, adsorbie
da o no, atenuada en la forma indicads, puede entonces con=
servarse, ya sea en el estado liguido, en solucidn, ya sea
desecada por sublimacidn en el vacio a baja temperatura, por
liofilisacidn, Puede entonces prepararse en polvo O en com=
primidos y conservarla por ejemplo en tubos sellados, en el
vaclo o en el azoe.

La materia virulenta obtenids puede igualmente utili~
zarse despuds de haberse atenusdo mas o menos, como masa de
inyeccidn en el animal a fin de producir en este, en la san=
gre y otros liquidos, substancias especificas o anticuerpos.
Tales sueros conteniendo anticuerpos o0 anti-sueros se desti=~
nan para la proteccidn temporal de otros animales contra la
enfermedad provocada por el virus.

Bien entendido, la invencidn no estd limitada por los
detalles de realizacidn del procedimiento descrito precedenw
temente, tomando como ejemplo particular el de la fiebre
aftosa, Podrian modificarse o bien dejarge de utilizar todos
sin salirse del cuadro de la presente invencidn y que se aple
ca & la produccién masiva y al tratamiento de diversas mate~
rias virulentas,

Se escozerdn los tgjidos a implantar teniendo en cuenta
las afinidades particulares del virus que se desee produeir
v se inyectard si fuera necesdrio, substancias favorizantes,
distintas segin los casos, por ejemplo, para ciertos virus
difusibles, la colina, la guanidina, etCees

N ¢ T 4

En resumen t la PATENTE DE INVENCION, cuyo registro
se solicita, recaerd sobre las reivindicaaiones siguientes ¢

1°,~ Procedizniento de produccidn mesiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, caracte~

rizado por el hecho de que se provoca en un animal receptivo
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el cesarrollo en masas importantes de tejidos en done el
virus que se desea producir ss multiplica electivamente,
lusgo en el momento oportuno la infeccidn virulenta se trang
mite al animal por inoculacidn o contdgio y la masa de te~-
495 jido que se encuentra virulenta se extrae, tratandose se-
guidanente esta masa seyin la finalidad deseada.

~ 2°,~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompaflan, se;in -
la reivindicacidn 1, caracterizadc por el hecho de que los
500 tejidos en los que el virus se multiplica de manera electi-
va se extraen asepticamente del teto o del adulto de un ani-
mal de la misma especie o de una especie receptiva mas o me-
nos préxima del animal receptivo en el gque debe desarrollar—
se la masa importante de tejidos.
506 30 ,~ Procedimiento de produccién masiva y tratamiento
v substancias que los acompafian, segin la

o

de virus patégenos
reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de que los te-
jidos procedentes de un feto o de un adulto se fraccionan ,
diluyer y adicionan de antibiocticos, luezo la suspensidn de
510 tejinientos obtenida se aplica en un animal receptivo en el
lugar apropiado del mismo, en el caso de la fiebre aftosa
por ejemplo, la implantzacidn se hace principalmente debajo
de la piel o en la cavidad peritonal,

49 ,- Procedimiento de produccidn masive y tratamiento
515 de virus patdienog y substancias que los acompafian, segin
las reivindicaciones 1 y &, caracterizado por el hecho de
que despusds de la implantacidn del tratamiento del tejimien-
to en el animal receptivo ge deja transcurrir un tiempo sufi-
ciente para que los fraguentos de los tejidos puedan orga=
520 nizerge en una masa de neoformacidn acompafiada de los pro=
ductos de reaccidn del organismo del animal, luego el virus
se inocula en el animal dejdndose en lugar el mas indicado
para el mejor desarrollo de la infeccidn,

5.~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
525 de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segdn
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las reivindicaciones 1, 3 y 4, caracterizado por el hecho
de que la inoculacidn se hace en el conjunto de las neofor-
macionses.

6°,~ Procedimiento de produccidn masive y tratamiento
de virus patdgenos y subatancias que los acompafian, segin
la reivindicacidn 1, caracterizadc por el hecho de que el
animal recibe una inoculacidn virulenta por un procedimien=-
to cldsico para la infeccidn considerada o bien se infecta
por contdgio, esta inoculacién o bien esta infeccidn se
acompafia 0 no de una inoculacidn en el conjunto de las neo-
formesciones.

7° o~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patégenos y substancias que los acompafian, segin
1z reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de que lo=
fragmentos de tejidos extraidoas en el feto o en el adulto
de la misma especie se reducen a pulpa fina, diluyendose si
fuera necesdrio en un liquido provisto de un sistema tam=
pdn y cuyp P es superior a 7 con objeto de reducir la aci-
déz de la suspensidn que debe implantarse en el animal re-
ceptivo, implantando asi una suspenaidn cuyo pH es veoino
de la neutralidad.

g°,~- Procedimiento de produccién masiva y tratamiento
de virus patdgenos y subgtancias gque los acompafian, segin
las reivindicaciones 1 y 7, caracterizado por el hecho de
que las substancias quimicas, por ejemplc las substancias
del tipo de determinadas polisacaridas de tejimientos : 4dci-
do hialorénico o sus ssteres sulfdricos o cuerpos derivados
dellos mismos o extractos conteniendolos, se afiaden al lie
guido de dilucidn del virus para aumentar su virulencia o
favorizer su cultivo o el desarrollo de substanciag dtiles
a la inmmnizacidn,

g .~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y subastancias que los scompafian, segin
las reivindicaciones 1 y 7, caracterizado por el hecho de
que la substancia quimica sfiadida el liguido de #ilucién del
virus para exaltar su virulencia o favorscer su cultivo
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o el desarrollo de substancias Atiles a la inmunizacidn,
e3 la heparina utilizada a pequeflas dosis o atn la mhicina.

10° .~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafien, segin
las reivindicaciones 1 y 7, caracterizado por el hecho de
que las substancias o agentes bioldgicos favoreciendo el
cultivo del virus, o bien favorecisndo el desarrollo de
substancias aumentando la accisn de los mecanismos de la
inmunizacidn contra la enfermedad provocads por el virus,
estdn amociadas ya sea a la substancia del tejimiento de
implantacién, ya sea al liquido del virus inyectado en el
animal portador de la masa de tejimiento implantada,

11° .~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias qus los acompafian, segin
la reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de qie ia
masa de tejido desarrollada en el animal y en la que el vi~
rus e ha multiplicado, se separa del animal transcurrido
w tiempo determinado, se la fragmenta y se retiran even=
| tuslmente de esta masa los tejidos no deseables, sometien~
| dosela seguidamente a un triturado, hasta destruccién de
las celulas, de preferencia a bajas temperaturass

12° ,~ Procedimiento de produccién masiva y tratamiento
de virus patdgenocs y substancias que los acompafian, segin
la reivindicacifn 1, caracterizado por el hecho des que
el triturado obtenido se mezcla al liguido virulento reco-
gido durante la separacidn de la wesa virulenta del animal.

12°,~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segin
lag reivindicaciones 1 y 12, caracterizado por el hecho de
que la mezcla virulenta pusde utilizarse tal cual, pudiéndo-
se extraerse algunas de sus fracciones,

148 ,~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus pat®gzenos y substancias que los acompaflan, segin
las reivindicaciones 1 y 12, caracterizado por el hecho de
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gue la fraccidn de las nucloproteinas se extrae por tra-
tamiento al cloruro de sodium concentrado y precipitacidn
por agua, O por acidificacidn, o por precipitacidn por el
cloruro de cerium o el cloruro de lantanoc.

150 ,~ Frocedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompailan, segun
las reivindicaciones 1,12, caracterizado por el hecho de gue
la freccion de las globulinas se precipita por adicién en
frio de alcohoi a 50° hasta una graduacidn de 25° aproxima-
damente,

16° ,~ Procedimiento de produccidén masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substencias que los acompafian, segin
las reivindicaciones 1 y 12, caracterizado por el hecho de
que la totalidad de las proteinas se precipita por una mez-
cla en partes igunales de alcohol a 96° y dioxana pura por
ejemplo ern la proporcidn de tres partes de mezcla de alcohol
y dioxana para una parte de triturado,

17¢ ,~ Procedimiento de produccidn masiva ¥ tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segin
las reivindicaciones 1 y 12, caracterizado por el hecho de
que la mezcla virulenta o las fracciones activas derivadas
de las mismas se adsorbesn por preparaciones comprendiendo
uns o dos gomas solubles en el agua especialmente la goma
arabiga, engrudo de almiddn o bien atn glicégeno u otro
glucido,

18¢,~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patégenos y substancias que los acompafian, segin
las reivindicaciones 1 y 12, caracterizado por el hecho de
que la adsorpcidn de las tracciones activas de la mezcla
virulenta se realiza por preparaciones de yoma arabigs aso=
ciada o no a otras substancias a las gue se afiade una debil
cantidad de solucidn alcoholica de goma de almacilla.

19° .~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, sesin

lag reivindicaciones 1 y 12, caracterizado por el hecho de
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qus la adsorpeidn de las partes activas de la mezcls vi-
rulenta se realiza por preparaciones de polivinilpirolido~
nes u otras substancias o subgtancia &rganica o mineral o
bioldgica.

20° .~ Procedimiento .de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segin
la reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de gue la
materia virulenta se inactiva o neutraliza mediante produc-
tos de desgraduacidn obtenidos por la accidn de enzimas ta-
les come enzimas mucoliticas o por accidn de una hidrolisis
en las polisacarides existiendo normalmente en determinadosg
tejidos.

21¢ .~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segin
la reivindicacidn 1, caracterizado por el ﬁecho de que el
producto utilizado para inactivar o neutralizar la materia
virulenta es el dcido d-glicurdnico o algunos de sus derie
vados o determinadas substancias procedentes de los mismos
o muy similares, el d—-glucurona y el d-glucosaming o sus
derigados o las substenciass que contienen estos cuerpos.

22°,~ Procedimiento de produccién masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segtin
la reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de que la
materie virulenta se atenua mediante dioxana mezclada evenw
tualmente con alcohol etilico,

28°,~ Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patégenos y substancias que los acompafian, segin
la reivindicacisn 1, caracterizado por el hecho de que la
materia virulenta obtenida se transforma en vacuna por un
procedimient®r corriente existiendo la utilizacién de pro-
ductos adsorbentes o no, y atenuacidn artificial o no de
la virulencia.

24° .- Procedimiento de produccidn masiva y tratamiento
de virus patdgenos y substancias que los acompafian, segin
la reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de que la
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moaterin virnlents obtenids, més o nenos stenuads, Se
inyects en el eninel, con ohjeto de sroducir en ls
sangre y los otros 1{auidos de¢ éste, el desarrollo de
substanciss especificas o onticuerpos pudiendo nrote-
ger por si mismos otros animsles contra la enfermedsd
Provocads por el virus.

250.~- Procedimiento de oproduccidn musive y tra=-
tamiento de virus patdgenos 7 substencics que los
scompuien, sestn lo reivinaic&ciGn 1, curseterizedo
por el hecho de que la massa virulentas obtenids, trans-
formeda o0 no¢ en vecuns se desecs por ejemplo por su=~
blimscidn en el vécio & baja temserstura. To mismo
ocurre con sus extractos.

260, Lg propiedsd v le explotzeidn exclusiva
del objeto de 1avvatente, seun cusles fueren lag cir-
cunstencius gque concurrsn con su esencielided defini-
do en les enteriores reivindiczciones, cucl objeto es:

®Procedimiento de gfoduecién nesive y tratemien~
%o dec ;irus patdgenos y substanciss que 108 sc ompafian®.

Conste 1e presente memoris descrintive de vein-‘
tiuna hojas folisdus, escrites por una sole core.

Bgrcelon&, 9 de Junio de 1952.

P. p. ¢ Don fndré Jesn Pierre Joseph TICMAS,



	Bibliographic data
	Description
	Claims



