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Bsta invencion se felaciona con vacunas contra enferme-
dades causadas por nematodos patogenos para los vertebrados.
Durante los ultimos tres decenios, por lo menos, 86
ha publicado en le literatﬁra cient{fica un considerable volimen
de trabajo sobre la inmunidad contra log helmintos.

Este trabajo incluye la investigacidn de la inmunided

‘adquirida por medios naturales (es decir laz inmunidad que sigue a

una infeccion naturzl), la de auto-curacién y la artificial. Gran

parte del trabajo se ha centrado sobre el Haemonchus contortus,

le Trichinella spirzlis y el Nippostrongylus muris (parésito de eg~

casa importancia econdmica).

Los materiales usadosvpor inyeccion en los intentos de
producir una inmunidad artificial ﬁan sido en gran parte prepara-
ciones de gusanos éompletamente adultos ¢ extractos fraccionados
de los mismos.l&ambién se han investigado larvas infecciosas en
tercera fase, sus excreciones y secreciones y extractos de esdfago
de dichas larvas, no habiéndose conseguido ninguna vacﬁna satisfac~
toria con tales investigaciones.

Se cree que la unica vacuna comercialmenfe producida
contra los nematodos patdgenos es la dirigida conira el Dictyocau-

lug viviperus, producida por 2l métods creado por investigadores

de la Universidad de Glasgow mediante irradiacién.de larvas con
una radiacion ionizante.

La presente invencidn proporciona una vacuna que con-
tiene antigenos estimuladores de la produccidn en el huésped de
anticuérpos que ofrecen protecgién, al administrarse por inyeccion,
contra enfermedades causadas por nematodos patégenos para los ver—

tebrados.

La produccidén de esta vacuna ha sido posible mediante

el desarrollo de un proceso satisfactorio para el cultivo in vitro
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de los parasitos durante sus fases productoras de antigepos.

Bl trabajo que ha dedo lugar a la presente invencion
indica que existen por lo menos dos antigenos implicados en la pro-
duccion de inmunidad en los pfesentes casog, concretamente:

1 - Antigencs producidos durante el desarrollo de las
fases histotrdficas de las larvas, es decir excreciones, secrscio-
nes y productos metabdlicos.

2. Antigenos somaticos, es decir los contenidos en las
larvas.

Sin embargo, es preferible que lé vacung incluya también
los antigenos producidos durante el desprendimiento de la vaina de
las larvas en tercera fase o durante la fase del ciclo vital corres—
pondiente a la penetracion de dichas larvas en los tejidos del hués—
ped.

La antigenicidad de ezstos componentes ha sido estable-
cida mediante ensayos de sensibilidad cutanea basados en el fend-
meno de que un animal inmune o infectado produce una respuesta erif

temstica a un antigeno y/o un edema localizado cuando es inyectado

. intradermicamente. Bste tipo de reaccidn es mensurable y especifico.

4 0 3 . 03
" Como se verd masg. adelante, en ciertos casos esta antigenicidad ha

sido confirmade por estudios gobre inmunidad en animalés de labora-
torio susceptibles y otros.

En el caso de los parédsitos que han sido mas plenamente
investigados, se ha llegedo a la conclusion de que un prepara&é que
contenga los productos del metabolismo de la ecdisis del pardsito
¥ los antigenos somiticos de las formas histotrdficas del mismo,
producira un grado de inmunidad en el huésped natural.

En consecuencia, la presente invencion proporcions un

proceso para la preparacion de uma vacuna que al administrarse por

inyeccion estimula la proteccidn contra enfermedades causadas por
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nematodos patogenos para los vertebrados, cuye proceso comprende el

desarrollo de larvas de nematodos infecciosos en tercera fase & las
faseé histotroficas por incubzcidn en un medio de cultivo acuoso
estéril, v el uso del medio que contiene las larvas como vacung, o
el secado de dicho medio de cultivo y las larvas en el contenidas y
la suspension del matérial secado en un vehiculo acuoso estéril pa~
ra producir una vacuna.

Preferiblemente, seo alladen las secreciones producidas
durante el desprendimiento de la veina de las larvas en tercera fa-
se'o durante la fase del ciclo vital correspopdiente & la penetra—
cion de agusllas en los tejidos del huésped, ya sea antes o después
del secado del medio de cultivo en qué se producen las fases larva-
rias histotroficas, o en la vacuna terminada.

De acuerdo con una version preferida, el proceso de la
presente invencién se lleva a cabo como sigues

‘Se reocogen larvas infecciosas en tercera fase de las
heceé de animales infectados, cuyas heces han éido incubadas bajo
condiciones adecuadas pars el desarrollo de las larvas en tercera
fase. Luego se sumergen las larvas limpiadas en un medio que provo-
que el desprendimiento de lag vainas de las mismas. Cuando se ha
producido tal desprendimiento, se separen las larvas de la solucidn,
que se conserva. Luego se suspenden las larvas en un pequefio volu-
men de una solucidn acuosa de un agente antimicrobiano adecuado o
mezcla de ‘tales agentés para reducir la posibi%idad de cont;mina—-
cion bacteriana y otras. Los antibidticos conocidos son adecuados
paraJeste fin, por ejemplo la penicilina y estreptomicina. Luego se
separan las larvas y se ponen en uﬁa solucidén salina esteril equili-
brada que contenga material nutriente gue permita su desarrollo a ‘

les fases histotroficas. La incubacion se lleva a cabo aproximadamend

te a 37°C, con oxigenacion y agitacidn si es preciso, hasta que las
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nicilina y estreptomicina, 1000 unidades por ml, y nistatina, 250

muestras de ensayo demuestren el adecuado grado de desarrollo larvaw
rio. Luego se cangela el medio de cultivo con sus larvas y se seca,
mediante secado por congelacidn. Antes del secado puede efisdirse
la solucidn que se conservo del proceso de deéprendimiento de las
vainas, tratada previamente para separer cualesquiera iones inorga-
nicos indeseados. El material antigeno secado asi-obtenido es suspend
dido en un vehiculo acuoso estéril antes de Su inyeceidn. Con los
materiales antigenos pueden emplearse adecuados coadyuvantes cono-
cidos, tales como el hidroxido aluminico.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Bjemplo 1

Preparacion de una vacuna contra el Dictyocaulus viviparus.

~ o . * . . s
Ve preparo una suspension limpia de larves infecciosas

en tercera fase del Dietyocaulus viviparﬁs en agua mediante las
heces incubadas de ternsras previemente infectadas con el parasico.
La suepensidn fus conservada durante 12 dfas a 15°C, se centrdifugd
luego aurante'dos minutos y el liquido sobrenadante fué sustitufdd
por solucién de pepsina gistrica. La suspensién fué incubada a 37°C
hasta que los recuentos de comprobacidén indicaron que més del 90%
de las larvas se habian desprendido de sus vainas. En ests fase se
volvid & centrifugas la suspension y se retird el liguido sobrena~
dante, se neutralizd con una solucidn de carbonato sodico, se distrid
buyé en volumenes de 2 ml y se congeld. Las larvas desprovistas de

sus vainse fueron entonces colocadas en una solucion conteniendo pe—

unidedes por ml, dejandose dursnte una hora a la temperatura ambien—
te. Luego se lavaron las larves con ague estéril y se pasaron & frag
cos conteniendo el medio de cultivo, consistente en una solucidn de

Tyrodes con adicidn de extracto de higado, Siguid la incubacion a

370 haste que un porcentaje no inferior al 60% de las larvas se hu-
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bo desarrollado a2 la cuarta fase.luego se pasaron él medio de cul=
tivo y las larvas en los volimenes requeriéos a recipientes adecuados
y se secaron por congelacidn. Cuando se réquirié su empleo, los anti-
genos secados p&r éongelaoién fueron pulverizados y suspendidos en
agua esteril, aﬁadiéndose'el volumen requerido del medio empleado
para el desprendimiento de las valnas.

Bjemplo 2

.« * e
Preparacion de una vacuna contra el Hoeemonchus contortus.

Se preparo una suspension limpiz de larvas infecciosas

en tercera fase de Haemonchus contortus en agua utilizando las he-
ces’incubadas de carneros prevismente infectados con el parasito.
Bste suspension fus centrifugada durante dos mimutos y el 1iquido
sobrenadante fué separado y sustituido con una solucion que contenia
ﬁn 0,03% de hipoclorito godico y un 0,5% de cloruro sodico. Se in=
cubé la suspeneidn a 37°C hasta que los recuentos de comprobacidn in-
dicaron que mas de un 90% de las larvas se habian desprendido de
sug vainag. Bn esta fase se volvid a centrifugar la suspensidn y se
separd el liguido sobrenadante, dializandose contra agus destilada'
v distribuyéndose en volimenes de 2 ml, con ulterior congelacidn.
Las larvas desprovietas de sus valnas fueron colocadas entonces en
una solucidn conteniendo penicilina y estreptomicina, 1000 unidades
por ml, y nistanine, 250 unidades por ml, dejéndose durante una hora
a la temperatura ambiente, Iuego se lavaron las larvas con égua este
ril y se pasaron a frascos c0nténiendo el medio de cultivo consis~-
tente en golucion de Barle conteniendo los productos de la hidroli-
sis de higado y caseina.

Siguid une incubacidn a 37°C hasta que una proporcidn no
inferior al 60% de las. larvas se hubo desarrollado a la cuarta fase.

El medio de cultivo y las larvas fueron luego pasados en los volime—

nes requeridos & recipientes y secados por congelacion. Al requerir-
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se su empleo, los antigenos secados por congelacion fueron pulveri-
s - * Lo-4 s

zados y suspendidos en agua esteril, ailediendose el volumen necesa-

rio del medio empleado parz el desprendimiento de las vainas.

Ejemplo 3

Preparacion de une vacuna contra la Ostertagia ostertagi.

o) ’ -' s s 2
Se preparo una suspension limpia de larvas infecciosgas

en tercera fase de Ostertagia ostertagi en agua empleando las heces

incubadas de termeras previamente infectadas con el parasito. Se
dejo asentar ésta susjensién, se separd el liquido mobrenadante y

se sustituys con una solucidén de hipoclorito sdédico (0,075%) y
cloruro sédico (1,54). Se dejo la suspensidn a la temperatura am—
biente hasta oue los recuentos de comprobacidén indicaron que mes del
90% de las larvas se habian desprendido de sus vainas. En esta fase
se centrifugo la suspension, se separo el 1iquido sobrenadante, se
dializé contre agua destiladz, se distribuyd en volimenes convenien—
tes ¥ se congelé. Las larvas desprovistas de sus vainss fueron lava-
das con agﬁa esteril, centrifugadas y colocadas en wa solucién

que contenia penicilina y estreptomicina, 1000 unidades por ml, y
nistatina, 250 unidades por ml, dejéndose durante una hora a la tem-
peratura ambiénte. Luego se lavaron las larvas de nuevo con agus es—
tér;l y’ée pasaron & frascos que contenfan el medio de cultivo con
gigtente envsolucién de Earle conteniendo productos de la hidrolisis
de higado. Los frascos de Cultivb fueron luego incubados & 37°C en
une méquina oscilante hasta que una proporcidn no inferior al 60%

de las larvas se hube desarrollado a la cuarta fase. El medio de culs
tivo y las larvas fueron luego pasados en los volumenee requeridos

a recipientes y se secaron por congelacion. Cuando se necesitaron
ﬁéra suvempleo, los antigenos secados por congelacion fueron pulve~
rizados y suspendidos en ague estéril, afiadiendose el volumen reque-

rido del liquido empleado en el desprendimiento de las vainas.

b
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Bjemplo 4

Preparacion de una vecuna contra el Strongylus vulgeris.

Se prepard una suspension limpia de larvas infecciosas
en tercera fage de Strongylus vulgeris en agua utilizando las heces
incubadas de caballos previamente infectados con este pardsito.

Se dejo asentar esta suspension, se separo el liguido sobrensdante
y se sustituyo con una solucion de hipoclorito sodico (0,075%) ¥
cloruro sédico (1,54). Se dejé la suspensidn & la temperatura am—
biente hasta que los recuentos'de comprobacidn indicaron éye mas
del 90% de las larvas se habian desprendido de sus vainas.

En este fase se centrifugé la suspensién, se separd
el liguido sobrenadante y se dializé contra ague destilada, se
distribuyo en volﬁmeﬁes convenientes y se congeld. Las larvas des—

provistas de sus vainas fueron lavedas con agua estéril, centrifu~

gadas y puestas en una solucidén que contenia penicilina y estrepto
micina, 1000 unidades por ml, y nistatina, 250 unidades por ml,
dejéhdose durante una hora a la temperature ambiente. Luego se
lavaron de nuevo las larvas con agua éstéril y se pasaron a fras-—
cos gue contenian el medio de cultivo cdnsistente en solucion de
Earle conteniendo prodﬁctos de la hidrolisis de higado.

los frascos de cultivo fueron luego incubados a 37°C‘
en una_méquina de tubo rodante hasta que una proporcidn no infe=
rior al 60% de las larvas se hubo desarrollado a la cuarta fasé-
El medio de cultivo y las larvas fueron entonces pasados en los
volimenes requeridos & recipientes y secados por congelacion. Al
requerirse para su empleoy los antigenos secados por congelacién
fueron pulverizados y suspendidos en agua esteril y se afiadid el
volumen necesaric de liquido empleado en el desprendimiento de

las vainas.
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Ejemplo 5

Preparacién de una vacuna contra el Trichostrongylus axei.

Se prepar6 una suspensidn limpia de larvas infecciosas
en tercera fase de Trichostrongylug axei en agua empleando heces
incubadas de carneros previamente infectados con el pardsito. Se
dejoé asentar esta suspension, se separd el liquido sobrenadante
y 8s sustituyé con una solucion que comtenia hipoclorito sddico
(0,075%) y cloruro sédico (1,5%). Se dejo la suspensién a la tem-
peratura ambiente hasta que los recuentos de comprobacion indicaron
que mas del 90% de las larvas se habian desprendido de sus vainas.

En esta fase se cemtrifugo la suspensidn, se separd el
1iquide sobrenadante,.se dializd contra agua destilada, se distribud
yO en volumenes comvenientemente y se congeld. Las larvas despro~
vistas de sus valnas fueron lavadas con agua estéril, centrifuga-
das y puestas en una solucidn que conmtenfa penicilihe y estreptomi-
cina, 1000 unidédes por ml, y nistatina, 250 unidades por ml, de~
jéndoseldurante una hora & la temperatura ambiente, luego se la~
varon las laryvas de nuevo con agua esteril y se pasaron & frascos
conteniendo el medio de cultivo, consistente en solucion No. 199
para cultivo de tejidose.

Los frascos de cuitivo fueron luego incubadog a 3700
en una maquina oscilante hasta que una proporcién no inferior al

60% de las larvas se hubiecron desarrollado a la ouarta fase, Enton-

+

ces se pasaron ¢l medio de cultivo y las larvas en los vollmenes red

queridos a recipientes y se secaron por congelacién. Al ser reque-

ridos pare su empleo, los antigenos eecados por éongelacién fueron

pulverizados y suspendidos en agua pstéril y se éﬁadié el volumen

necesario del 1lfquido empleado en el desprendimiento de las &ainas.
| Ejemplé 6

Preparacion de una vacuna contra el Strongyloides papillosus.
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Se preparo una suspension limpia de larvas infecciosas

en tercera fase de Strongyloides papillosus en agua empleando heces

incubadas de carneros breviamente infectados con el parésito.FSe
dejé asentar esta suspensidn, se separd el liguido sobrenadante y
se colocaron las larvas en una solucion que contenia penicilina
¥y estreptomicina, 1000 unidades por ml, y nistatine, 250 unidades
por ml; dejéndose durante una hora & la temperatura ambiente. ILuego
se centrifugd la suspension, se lavaron las larvas con agua estéril
¥ se pasaron a frascos de cultivo que contenian el medio de culti-
vo consistentes en solucién de Tyrode modificada por omision de
glucosa, con productos de la hidrolisis de higado.

| Los frascos fueron luego incubados a 37°C en una méquin4
oscilante hasta que una pfop0rc16n no inferior al 60% de las larvas
se hubo desarrollado a la cuarta fase. El medio de cultivo y las
larvag fueron luego pasados en los volimenes necesarios a recipien-
tes y se secaron por congelacion. Al reguerirse su empleo, los an=—
t{genos secados por congelacion fueron pulverizados y suspendidos
en agua estéril.

Bjemplo T

Preparacion de ung vacuna contre la Ostertagia circumecincta.

Se prepard uns suspensioén limpla de larvas infecciosas

en tercers fase de Ostertagia circumcincta en agus empleando heces

incubadas de carneros previamente infectados con el parésito. Se.
dejé asentar esta suspension, se separd el liguido sobrenadante y
se sustitmyd por una solucién que‘conten{a hipoclorito s0dico ‘

(0,075%) y oloruro soédico (1,5%). Se dejo la suspensidn a la tem~—

peratura ambiente hasta que los recuentos de comprobacion indica-

ron que még del 90% de les larvas se habian desprendido de sus vai-

nag.

s . , ) -
En esta fase fue centrifugade la suspension, se separo
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el 1fquido sobrenadante y se dializo contra agua destilada, distri-
buyéndose en volumenes convenientes y seguidamente se congeld. Las
larves desprovistas de sus vaines fueron lavadas con agua estéril,
centrifugadase y oélocadas en ung solucidn que contenfa peniciliga
y estreptomicina, 1000 unidedes por ml, y nistatina, 250 unidades
por ml, dejandose durante una horé a la temperatura ambiente. Lue-
g0 se lavaron las larves de nuevo con agua esteéril ¥y se pasgaron
a frascos conteniendo el medio de cultivo, consistente en solucidn
de Earl con productos de la hidrolisis de higado.

Los frascos de ocultivo fueron lusgo incubados a 37°C
en una maquina de tubo rodante hasta que una proporcidn no inferior el
6C% de las l&rvas.se hubo desarrolledo a la cuarta fase. El medio
de cultivo y las larvas fuefon luego pasados en los volumenes ne—
cesarios & reciplentes, donde se secaron por congelacion. Al re—
querirse su empieo, los antigenos secados por congelacidn fueron
suspendidos en la adicidn de agua esteril y se agregod la cantidad
requerida del 1{quido empleado para el desprendimiento de las vaines.

Ejemplo 8

Preparacion de una vacuna contra el Trichostrongyius colu-—

briformis.
Se prepard una suspension limpis de larvas infecciogas

en tercera fage de Trichostrongylus colubriformis en egua empleando

heces incubadas de carneros prsviamente infectados con el parésito,
Se dejo asentar esta suspension, se separd el liguido sobrenadante
v se sustituyo por uma solucidn que contenia hipoclorito sddico -
(0,075%) y clorurc sodico (1,5%). Se dejo la suspension & la tempera-
tura ambiente hasta que los recuentos de comprobacién indicaron que
més del 90% de las iarvas se hebian desprendido de sus vainas,

En esta fase se cenmtrifugo la suspensidn, se separd el

1iquido sobrenadante, se dializd contra ague destilada, se distri-
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buys en volumenes convenientes y se corgeld. Las larvas desprovis-
tas de sus vainas fuerqn lavadas con agus estéeril, centrifugadas y
colocadas en una solucidn que contenia penicilina y estreptomicina,
1000 unidades‘por ml, y nistztina, 250 unidades por ml, dejandose
durante una hora a la temperatura ambignte. Las larvas fueron lue-
go lavadas de nuevo con agua esteril y pasadas a frascos que conte-
nian el medio de cultivo, consistente en solucidn de Hank con pro-
ductos de la hidrolisis de higado.

Log frascos de cultivo fueron luego incubados & 37°C
en une méguina omcilante hasta que una proporcion no inferior al
605 de las larvas se hubo desarrollado a la cuarta fase. El medio
de cultivo y las larvas fueron luego pasados en los volumenes nsce-
sarios a recipientss, donde se secaron por congelacion.

Al requerirse su empleb, los antigencs secados por con-
gelacidn fueron pulverizados y suspendidos en agua destilada este-

ril y se agregd la cantidad requerida de 1iquido empleado en el

Terneras que habian sido naturalmente infectedas con

Dictyocaulus viviparus u Ostertagia osteriagi, carneros que lo

habian sido igualmente con Haemonchus contortus, Strongyloides papi-

l1losug, Trichostrongylus colubriformiz o Trichostrongylus axei y

caballos que también fueron infectados por via natural con Strongy-
lus vulgarig, fueron scmetidos a ensayos de sensibilidéd controlade
mediante la inyeccion intradermica de la vacuna adecuada. Bn todos
los cagos se produjo una. reaccidn tipica positiva de abultamientos
y ronchas en los animeles infectados, en tanto gue en los animales
de control, no infectados, no se produjo ninguna de tales reacciones)
Estos experimentos mostraron que los ant{genos contenidos en las

diversas vacunas eran homologos a los producidos en las diversas

vacunas eran homologos & los producidos en las diversas infecciones.

»”
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ﬂa vaouna preparada de acuerdo con el ejemplo 1 fue
ensayada como sigues

A. Se aplicsron a un grupo de cerdos de guinea dos
inyecciones intraperitonsales de la vacuna con un intervalo de 21
dias entre ellas. Cada inyeceidn era el equivalente de 3000 a 5000

larvas de Dictyocaulus viviparus. Diez dfas despues de la segunda

inyeccidn los cerdos vacunzdos ¥ un grupo similar de ellos sin tra-
tar fueron expuestos con 5000 larves infecciosas normales por via
oral. Nueve dias.después de esta exposicion fueron matados todos
ellos y examinados sus pulmones. Los cerdos de guinea vacunados mos-
traron una proteccién del 90% en comparacién con el grupo de control.

B. Se aplicaron cuatro inyecciones intradermicas a cada
ternera de un grupo de cinco, con intervalos de una semana. Cada
inyeccion era el equivalente de unes 5000 lafvas de Dictyocaulus
viviparus. Tres semanas después de la dltima inysccidn se expusieron
aqusellas terneras y’Ftras cinco mas como controles sin tratar con
4600 larvas infecclosas normeles. Diariamente se efectuaron observa~
ciones clinicas, incluyendo el tipo y ritmo de la respiracion y
examenes de las heces. Treinta dfas despues de la exposicidn fueron
matados todos los animeles y examinados sus pulmones pare determinar
posibles lesiones patologicas.

Los ritmos respiratorios de los animales de control se
duplicaron sobradamente después de la exposicidn y mostraron sinto—
mas clinicos tipicos de bronquitis paras{tica causads por Dictyocau-
lus viviperus. Bn la necropsia, sus pulmones mostraron grandes zo-—
nas de colapso y endurecimiento.

En contraste, los animales vacunados sGlo mostraron un
ligero aumento en el ritmo respiratorio y en su necropsia ge observo

que el daflo producido en sus pulmones fue considerablements infe—

rior al observado en los animeles de control.

'
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La vacuna preparada de acuerdo con el ejemplo 2 fue

.

ensayada con corderos. Se aplicé a cada uno de ellos, de un grupo
de cinco, un total de dés inyecciones subcuténeas de la vacuna con
un intervalo de 21 dfas entre las inyecciones. Cada una de éstas
era el equivalente de 5000 lérvas aproximadamente de Haemonchus
contortus. Diez dias despues de la segunda inyeccidn se expuso a
los corderos, Jjunto con otros cinco més no tratados, con 5000 lar-
vag infecciosas. Se efectuaron semanalmente mediciones de los va-
lores sanguineos durante cuatro semanas después de aguella exposi-
cion. A1 cabo de este periodo se mataron todos los animales y se
contaron los gusanos contenidos en el abomaso de cada uno de
ellos. Los animales de control sufrian una severa anemia, halléndo-
se reducidos aproximadamente a la mitad de los valores originales
el nimero de celulas sanguineas rojas, el volumen de célules agru-
padas y el nivel hemoglobinico, en tanto que los animeles vacunados
mostraron reducclones muy inferiores en esos valores. Bl numerc me—
dio de gusanos hallados en los animales de control fué triple al
de los animales vacunados.

Le vacuna preparads de acuerio con el ejemplo 4 fué
engayada en potros como sigue;

Se aplicaron dvs inyecciones subcutdneas de la vacuna
a cada uno de un grupo de ocho potros con un intervélo de 21 afas
v otra inyeccion intradermica tres meses mas Brde. Cada inyeccidn
fue aproximadaments el equivalente de 9000 larvas de Strongylus
vulgarig., Estos animales Qacunados y otros seis mas no tratados y

usados como controles estuvieron pastando en un prado infectado

con Strongylus vulgaris. Cinco meses después fueron matados 'y se

. Ld ”
realizaron examenes en sus cadaveres.

El Strongylus vulgaris penetra en el sistema arterial

del caballo, donde produce arteritis, juzgandose mejor su efecto
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sobre el animal mediante un examen de la patologlia arterial produci-

da.

En los animales hasta ahora matados en este ensayo se
ha observado que en el control existia un verdadero aneurisma adrti-
co, en tanto que en el animal vacunado no se observd esta lesion.

La vacuna preparada de acuerdo con el ejemplo 6 fue
ensayada como gigue: .

Se aplicaron dos inyscciones intraperitoneales a cada
uno de un grupo de cinco conejos con un intervalo de 21 dias entre
ambas inyecciones. Cada una de gstas equivalis aproximedamente &
3000 larvas de Strongyloides pepillosus. Cuatro meses despues de
la segunda inyecoién se expusieron los cinco conejos y un nimero
igual de controles sin tratar mediante la aplicacidn de 150,000
larvas filariformss infecciosas a la piel. Diez dias despues de la
exposicidon fueron matados los conejos y examinada la presencia de
parTésitos en sue intestinos delgados.

En el grupo de control se habian establecido 112.411
parésitos,_mientras que en el grupo vacunado el total fuse solo de
5.528. Bl grado de proteccion en los animales vacunados en este
experimento fué del 95%.

La vacuna preparada de acuerdo con el ejemplo 8 fué
engayada como sigues )

Se aplicaron dos inyecciones de la vacuna por via intra-
peritoneal a cada uno de un grupo de ocho cerdos de guinea, con

un intervalo de 21 dfas entre ambas inyecciones, La dosis de la

vacuna administrada oscilo entre el eguivalente aproximado de 250

a 2000 larves de Trichostrongylus colubriformis. Diez dfas despuss
de la segunda inyeccién se expusieron los animales de ensayo y los
de control a la accion de 5000 larvas infeccioses. Los animales fue~

ron sacrificedos 8 dfas después de aquella exposicidén. En la necropA
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sia de los mismos, el promedio de gusanos recuperados de los anima~
les de control fue de 2035, miéntras que este promedio fue sélo de
179 en los animales vacunados. El grado de proteccion proporcionado
por la vacuna en este experimento fue, por cansiguiente, superioxr
al 90%. . B

RETVINDICACIONES

En resumen: la Patente de invencidn cuyo registro se

solicita recaera sobre las reivindicaciones siguientes:

1. Proceso para la preparacion de una vacuna que, admihiL~.

trada por inyeccidn, estimula la proteccidn contra enfermedades cau=
sadas por nematodos patégenos pare los vertebrados, cuyd proceso
ge caracteriza porque se estimula el desarrollo de larvas de nema—
todos infecciosos en tercere fase & las fases histotroficas median~
te incubacidn en un medio de cultivo acuoso estéril y porque el
medio que contiene las larvas se usa como vacuﬁa, o0 el citado medio
de qultivo ¥y las larvas en el contenidas son secados v el material
secado es suspendido en un vehiculb acuoso esteril para producir
una vacuna.

2. Proceso segin la reivindicacidn 1, caracterizado
porque las secreciones producidas durante el desprendimiento de
las vainas de larvas en tercera fase o durante.la:ﬁse del ciclo vi- -
tal correspondiente a la penetracion én los tejidos del huesped
son anadidas antes o dgspués del secado del medio de cultivo en que
se prodﬁoén las fases larvarias histotroficas, o bien se afiaden aA
la vacuna terminada.

3. Proceso segun las reivindicaciones 1 o 2, caracteri-

zado porque las larvas de nematodo son larvas de Dictyocaulus vivi-

arus.

4. Proceso segun las reivindicaciones 1 6 2, caracteri-

zado porque las larvas de nematodo son larvas de Haemonchus contortus.

b
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5. Procsso segun las reivindicaciones 1 0 2, caracteri-

zado porque las larvas de nematodo son larvas de Qstertagia osterta-

i
6. Proceso segun las reivindicaciones 1 0 2, caracteriza-
do porque las larvas de nematodo son larvas de Sirongylus vulgaris.
7. Proceso segun las reivindicaciones 1 6 2, caracteriza

do porque las larvas de nematodo son larvas de Trichostrongylug axei

8. Proceso segun las reivindicaciones 1 6 2, caracteriza

do porque las larvas de nematodo son larvas de Strongyloides papi-

~1losus.

* I3 r3 ] 0 ~ -
9, Proceso segun las reivindicaciones 1 o 2, caracteriza

do porgue las larvas de nematodo son larvas de Ostertagia circumcinct .

ta.

10, Proceso segun las reivindicaciones 1 ¢ 2, caracteriza-

da porque las larvas de nemetodo son larvas de Trichostrongylus colui

briformis.

11. Se reivindica por ultimo, como objeto sobre el que ha

de recaer la Patente de invencion que se solicita: "PROCESO PARA

- LA PREPARACION DE UNA VACUNA".

Todo conforme quede descrito en la presente memoria
que consta de diecisiete péginas mecanografiadas.
Madrid, 27 de agosto de 1960
ALFOISO ULGRIA
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