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PATENTE DI INVENCGCION

a favor de:

DR. ABNTHCOHLER & CO0., de nacionalidad alemana, residente en
Laupheim (Wirtt), (Repiblica Federal Alemana), por:
WEROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACICN DE VACUNAS, & PARTIR DB CUL

TIVOS Di TEJIDOS, CONTRA LA PARALISIS CONTAGIOSA DEL CERDOM

Memorieg descrintiva

La pardlisis contagiosa del cerdo (enfermedad "Teschen"
del cerdo, ansloga & la poliomielitis) es una dolencia del cer
do, similar a la pavdlisis espinal infantil. Bs producida por
un virus muy pegueilo gue posee una afinidad especial para el
sistema nerviosgo central y hasta ahora, en condiclones natura-
les, solamente se ha encontrado en el cerdo., La forma paralizan
te, que presents un cuadre clinico e hisgtolégico perfectamente
conccido, se contrgpone a numerosas infecciones clinicamente
inaparentes.

Desde 1940 la pardlisis contagiosa del cerdo perlenece a
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las epizcotias cuya decleracidn eg obligatboria en Alemania. Is—

t4d sometida & las mismas medidas preventivas y de seguridad gue
1la peste porcina. Il combatirla supcone grandes dificultades pa-
ra las naciones afectadas, Tl territorio federal fué amenazado
15 por la epidemia que provenia del este. Austria, Checoslovaguia
y Polonie fueron contaciadas. Tembién la enfermedad "Talfan?
del cerdo, gque aparece periddicemente en Inglaterra, se identi-
ficd con la pardlisis contugiosa del cerdo. Al principio, la
epidemia aparecid en Alemania en la regidn de Freilassing.
20 Para la inmunizacién activae del cerdo contras la pardlisis
contagiosa del cerdo se han empleado hasts abiora vacunas forua-
lina-adsorbato (vacuna muerta), sezin Traub, o modificaciones de
ésta. Bl virus se obtiene del sistema nervioso central de cerdos
j6venes artificielmente inoculados intracerebraliente. Después

se adsorve sobre hidrdxido de aluminio y se inactiva con forma-

no
T

lina., Hasta ahora no se conocla una vacuna viva contra la paré-
lisgis contaglosa del cerdo.

Segin nosotros, se ha logrado el crecimiento de virus en
cultivos de riiiones de cerdo, lo cual representa un método de

30 preparacién de vacunas en cultivos tisularez. Las vacunas de

cultivo resuelven uns serie de problemas técnicos, con los gue
estdn gravadas las vacunas animsles. Su produccidn, en escala
de laboratorio, en recipientes de cultivo eg factible y no de-
pende de la compra de animsles susceptibles y sanos, tlenen un

medio de cultivo constante, la influencla variable del organis-—

N
i

mo huesped se disminuye, las protefnas inespecificas y sustan-
cias acompailantes son escasas y sobre todo no existe en tan gran
escela el peligro de gue llezuen & la vacuna virus impurificado-
res ¢ue cuando en la vacuna estdn presentes causan infecciones

40 latentes, o clinicamente inzparentes. Para la antigua vacuns cerg
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bral se emplean, por lo regular, cerdos de comercio, "i; even
tuslmente, animales infeotﬁdos con peste porcins estdn ataca~
Jos por una infeccidn clinicamente inaparente o en egtado de
incubacidn, entonces la vacuna puede counbener, adeunds del vi-
rus "Pegohen' activo, el virus de la peste porcina simulténeg
mente, cowo impureza.

Conforme a la invencidn, la preparacidn de una vacuna-

muerta (virus muerto) contra la pardlisis contagioess del cer-

do, a partvir de cultivo tigulares, repressnta un procedimiento
completamente nuexfoo En el transcurso de los trabajos desa-
rrollados para la consecucién, de una vacuna o partir de cultl
vos tisulares, .se hon conssguido, ademds, nuevos puntos Jde visg
to paras log escalones sislados de produccidn yue caracterizan
de modo especisl las nuevas vacunas de cultivo, sino gue tam-
bién ha nermitido crear, por primera vez, 1los fundumentos ex-
perimentales purae la produccidn de una vecuna viva contra la

perdlisis conbagicss del cerdo.

T

Tie invencién se refiere, por lo tenbo, a
1). Ua procedimiento para la obtencidn de una vacuna muerta
gontra lo pardlisis contegiosa del cerdoy a partir de culti-~
ves de rifiones de cerdo.
2). Un procedimientc para la preparacidén de una vacuna viva,
contrs la pardlisis contaglosa del cerdo, = partir de culti=-
vog Jde rililones de cerdo.

Los principios fundamentales se describen brevemente, a
continuacidn:
1¢). La bondad, efectividad e inocuidad de las vacunas de vi-
rus antigénicos se asepguran desde el primer momento por la ra-~
za de virus empleado en la produccidn de le vacuna. &n el ca-
so ideal, el virus vaccinal es solaumente débilumente patdgenc

para el vacunosdo; cuando se trata de una vacuna muerta, adcuie-
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re, tras la inactivecidn, un elevado poder antigénico e inmu-

nizante y se ouede oultivaf féeil, regularuente y con elevado

rendimiento. En uns vacuna viva el virus vaccinal dsbe ser com
pletamente inofensivoe para el vacunando y conjuntamentve, estar
dotado'de buen poder immunizante. La preparscidn de codu veacu-—
na en particular exige la bisquede previa del virus ideal. Lg

to es de lmportancis decisiva cuando el agente patdlgeno se pre
senta en la Naturaleza en varios tipos y variantes, que difie-
ren inmunollgilcamente.

Bl virus de la poliomielitis del cerdo es inmunolégicameg
te unitario. Le greparacidn de una vacuna contru le sardlisis
contagiosga del cerdo no estd ligads, por ello, com el problems
de los tipos y variantes. Para la preparacibén de una vacuna
nuerta a partir de cultivos tisuleres es necesario, sin embar-
g0, la bldguueda de uns razs débilmentie patdgena parz el cerdo,
pero fTuertemente antigénica, gue se multipligue conigtanteuente
en los cultivos tisulares y parae la preparacidén de una vacuna
vive, la blsyueds de une raza de virus completamente inofensiva

para el cerdo. La razs de cultivo "Teschen" Konratice, cultiva

3

)

o

4, sezln nosotros en numerosos y continuados pases por culti-
vos tisulares, reune idealmente ambas exigencias. A medide que
eleva el numero de pases por los cultivos tisularves, decrece la
petogenia para el cerdo de los virus cultivados. A partir del
pacge 90./91 no puede provocarse en el cerdo, intracerebralmente
o por adieidn al forraje, una enfermedad parslizante con los vi.
rug cultivados. Sin embargo, lag propiedades inuunizantes no va
r{an por los pases en los cultivos. Con los virus de cultivo mo
dificados, se pueden preparar, por tanto, lo mismo vacunas de
forwalina-adgorbato que vacunass vivas. Con un nimero pequeilo de

pases por cultivos (80 .~ 12(G) el virus es adecuado para la pre
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rarscidn de vacunaos muertas; con numerosos pases (sobre 300),
purs une vocuna viva.
2¢). Iin la prepér&oién Ge vacunag de virus muertos a bape de
le inactivacién por formalina es de gran iwportencia la £fil-
tracidn de las suspensiones inicisles de virus. Las opiniones
gsobre las ventajas y desventajas del procego de filtracidn son
divergentes. Unicamente existe acuerdo scbre el hecho de que
la filtracidn es indispensable. Debe eliminar de las colonias
de virus restos celulzares, agregados, pequeilos y grénulos y otras
substancias gue pueden malogrer una Sptima inactivacidn por
formalina. La filtracidn se efectla por filtro Seitz del tipo
EK o placa Tiltrante de vidrio o de distinta porosidad. A causa
de una filtracidén inadecuads puede originarse, no soiamente una
pérdida de virus infeceioge sino tawbién una disminucidén en la
antigenidad de las particulas del virus activo.

Paras obviar éstos inconvenientes, reemplézamos la filtra—
cién por un tratamiento con cloroformo (10/%) de las colonias
de virus. Bl tratamiento con cloroformo tiene las siguientes
ventajas: elimina de la mezela vaccinal moléculas virdsicas,
sgregados, protelnas y restos celulares, una gren parte de las
gustancias perturbadoras en la inactivacién por formalina y ex
trae de lag colonias de virus gran cantidad de grasas y dcidos
gragos. feste proceso favorece la fase siguiente de inactiva~
cibén del virus. Los poderes infeccioso y antigénico del virus
no se afectan por el tratamiento con cloroformo. Se produce in-
cluso una elevacidn del titulo, que se puede atribuir probable-
mente a la eliminacidn de substancias acompaflantes retsrdatri-
ces de ia infeccidén o o la disolucidn de los agregados virdsi-
cos. El cloroformo, en la escala de concentracidn utilizada,
mata bacterias, mchos y levaduras. Puestc que en la preparacién

rutinaria de una vacuna a partir de cultivos tisulares se ha de
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contar eventualmente con bacterias, mohos y levaduras lmpuri-~
ficsdoras, vrocedentes del alre, el tratamiento con clorofor-

135 mo auvmenta al margen de seguridad en lo gue a la esterilidad
concierne. | )

También se incluye el tratamiento con cloroformo al co-
mienzo del proceso de produccibn de las vacunas vivas de cul-
tivo. |

140 El tratemiento con cloroformoc del material virdsico de par
tida en sustitucidn de la filtracidn, es completamente nuevo
en las vacunas contra la pardlisis contagiosa del cerdo,

In sustitucidn del cloroformo pucden empléarse, dentro
del grupo de los hidrocarburosg halogenados, una serie completa

145 de otros hidroczrburos halogenados superiores. Son éfioaoes el
tricloretileno, tricloretileno + heptano, Frigen 112 + Heptano,
percloretileno, percloretileno + heptano y tripeno,

%9). La adicidén de hidrdéxido de aluminio, usﬁal en lag vacunas
antigénicss de la medicine animal, se efectua igualumente en

150 la vacuna cultivada contrs la pordlisis contagiosa del cerdo
y asimismo, la inactivacidn por forwalina del wvirus,
48)° La vacuna viva de cultivo se prepara en forma de vacuna
para adicionerla al agua de beblda o como vacuna parenteral
(subcutdnea). En el Ultimo caso, la vacuna contiene hidrdxido

155 de aluminio (1% de dxido de aluminio) gue se ha afladido al ma-
terial virdsico de partids purificado con cloroformo, & partes
iguales.

EBjemplo para la preparacidn de una vacuna clorotformo-for
malina-adsorbato, a partir de cultivos de rifiones de cerdo, con

160 tra la pardlisis contagiosa del cerdo,

Colonias de virus, purificadas con cloroforiOescess 495,0
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Tfer o bage de bifosfato potdsico~bbrax, i T,J0... 247,5

T
5

Hidrdzido de aluminio, pH 7,3 (2% AlZOB)............ 247,95
fPoruslina dilu{da con agua Gestilada en lu propor-

CION 1 2 250 uuuusenersnoonsnccorossssessoosnssssoos 10,0

1.000,0

Como virus vaccinal se ubilize la razs Konratice, con un
nimero de pases en culbivo de 80 a 120. Con ewtos pases se asge-
gura la antlgenidad del virus. Los cultivog de rijiones de cerdo,
preparados en placas "Roux", se vacunan tan pro&fo como tiencn
el 100% de densidaé. El medio voceinul es extracto puro de amo-
nio de buey. Se recogen despubs gue se agota la totalidad del
cultivo. Hasta el momento de elaboracibn, las colonias Ge virus
se almacenan a -20¢ C. Son Gtiles las colonias con un titulo su-
perior a 10“7’59 referido a 1,0 ml. Pucsto que el almacenamien-~
to del virus no es perjudicial, pueden establecerse grandes exig -
tencias,

L preperacidn de la vacung comienza con la purificacidn
con clovoformo, Al materisl virdsico de partide ge afiade el 10%
de cloroformo y se agita durante 60 minutos a temperatura am-
biente. Trengcurridasg 24 horas de permanencia a + 4¢ G, se cen-
trifugs la mezcla durante 10 minutos a 7.000 r.p.m.

Al virus purificado cen cloroformo se ariade una parte igual
de hidrdzido de aluminio (pH 7,3) dilufdo 1:2 con buifer de bo-
rato. Despuds de la adsorcidén se inactiva durante un periodo de
48 horus & 372 (, con una concentracién de formalina de 1 25004
La vacuna ya terminsda se almacena a + 42 C,

Bn la produccidn en gran escala, los procesos de fabrica-
cidn se efectuan, por separado, en un autoclave con agitacidn
vy una cenbrifugs separadora.

Beta solicibud que corresponde a la presenteds en Alemwaniea

el 17 de Febrero de 1959, bajo el ndmero R 24970 IVa/30h, se
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lel vigente Hstatuto
gobre Propiedad Inductrial y del artfculo 4¢ del Convenio de

la Unidn.

1). Procedimiento parz la preparacibn de vacunas, & partir de
cultivos de tejidos, contra la pardlisls contagioss del cerdo,
caracterizado poryue se emplea un cultivo celular de rifiones de
cerdo, obtenidc "in wvitro", sirve como virus la raza de culti-
vo, fuertemente antigdnica, Konratice y porque el proceso de
produccidén incluye un tratemiento comn cloroformo de las colo-
niss de virus, con lo cuzl, se evita la filtraéién, se mantiene
la cantidad de virus y el poder antigénico ¥y simulténeémente,
se asegura la esterilidad, La inactivacidén por formalina del
virus se lleva a cabo del modo usual, previa adicidén de hidréxi
do de aluminio.

2). Procedimiento segin la reivindicacidén 1), caracterizado por
que se suprime la inactivacidn del virus, ya que, conforme a

la invencidnu, se emplea un cultivo "Pegchen" de virus, biold

gicamente modificado mediante numerosos pasos per cultivos de

rifiones de cerdo, siendo el virus en cuestidn, en forme activa,

inofensivo para el cerdo, con lo cual se incrementa la eficucia
y el poder immunizuznte de ls vacuna., El tratamiento eon cloro-
formo de las colonias de virus, igual gue el procedimiento par
cial gpegln la reivindicacidn 1).

3)e Procedimiento para la prepsracidén de vacunas, =z partir de
cultivos de tejidos, contra la pardlisis contuglosa del cerdo,
caracterizado por la sustitucidn del cloroformo, con el cual &
tratan las colonias de virus, =egin 1) y 2), por compuecbos de

hidrocarburos mds fuertemsnte halogenados.
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4). FPROCEDIMISNTO PARA LA PREPARACION DE VACUNAS, & PARTIR DE

CULLIVOS D& TEJIDOS, CUHIRA LA PARALISIS CONTAGIOSA DKL CLEUDO,.
Bota Memoria consta de nueve hojas follasdas y mecancgralia
dag por un solo lado de sugs caras

o @

Madrid, a 11 de Dioiembr@ de 1959
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