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PAT E‘N TE DE INVEECIOH
a favor de: |
BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT, de nacionalided alemena, re-
sidente en Marburg/Tahn (Repdblica Federal Alemana), por:
"PROCHEDIINIITO PARA LA OBTENCION DE UNA VACUNA CONIRA IA
GLOSOPEDA",

Memorie descripbiva

Constituye ei objeto de la invencién un procedimiento
pars la obtencién de una vacuna conbtra la glosopeda.

Se conocen ya vrocedimientos para la produccibn de va-
cunss con virus inactivados de glosopeda segun los cuales se
multiplica virus de glosopeda sobre la mucosa de la lengua de
regaes vacunas vivas‘(procedimiento Waldmann, Zbl. Bakt. Orig.
1&@, 1, 1941), o0 in vitro, sobre mucosa aislada de la lengua
e reses vacunas (procedimiento Fremkel, Bull. Off, int. Epiz.

28, 155, 1947 ¥ 39, 91, 1953). ILas vacumas asi oblenidas son
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adecuadas para inmunizar contra la glosopeda pganado vacuno,
ovejag y cabras, pero no proporcionan proteccidn secura & los
cerdos, aun cuando ge multivlique la dosis (Vet. ied. Hachr,
1960, (2), 1, Blaue Hefte 1961, (3), 483). Hasta ahora, no se
conoce urocedimiento algumo nars la obtencidn de una vacuns
contra la glosopeda que proporcione une inmunizacldn segura
de los cerdos,

ELl cultivo dél virus de glosopeda natural sobre la mu-
cosa de la lengua de reses vacunas vivas (procedimiento Wald~
monn) supone la reunidn de un gran ninero de reses vacunas
predisvucstas a la glosopeda. Ta obtencidn de virus de glo-
sopeda por el procedimiento de Frenkel tropieza con notables
dificultades debido 2 la necesidad de'una prevaracidn conti-
nua de cantidades suficientes de mucosas aisladas de la len-

aua de reses vacunas reeién sacrificadas. Tambidn se ha tra-

tado ya de cultivar el wirug de glogopeda en culbivos de te-

jidos=. Sin embargo, no se ha conseguido obtener mediante cul
tivos de tejldos una vacuna, wbtilizable contra la glosopeds,
aue produjese una inmmidad activa durante un tiempo prolon-
gado. En efceto, todos los ensayos hasta eqguil realizados en
esba direccidn han revelado que las vacunas inactivadas de
cultivos de tejidos son ya inferiores en la inmunizacidén de
reses vacunas, ovejas y cabras, a las vacunas obienidas nor
log procedimientos de Waldmenn y Frenkel y no satisfacen los
requisitos de la yprdetica.

Tembién se ha tratado ya sustituir con otras sustencias
el gel de hidréxido de aluminio, cue sirve corrienbemente de
coadyuvantc, o de combinar el hidréxido de aluminio con sapo-
nine, como por ejemplo en las vacunas de virus de Frenkel.
Sin embargo, tales ensayds no han conseguido aumentar nota-

blemente la cavacidad de inmunizecibén de los virus de gloso-
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peda y particularmente no han conducido a la obtencidn de
vacuna usilizable alguna para la inmunizacidn del cerdd.

Ahora bien, se ha comprobado que puede obienerse una
vacuna contre la glosopeda que proporcions tembién una in
munizacién de cerdos adicionando una suspensidén de virus de
glosopeda, obltenida en cultivos de tejidos de drganos de ani-
males de pezuila, y especialmente de rifiones de <termeros, con
gaponlna en una concenbracidn de 0,1 a 3,5% y preferiblemen~
te de 0,75%, absorbiendo log virus de glosopeda sobre un me-
dio de absorcidm, preferiblemente hidrdxido de aluminio tem-
ponado, ¢ inactivdndolos de menera en sl conoecida.

Como virus de glosopeda éon los cuales puede aplicarse
el procedimiento de la invencidn son de considerar, por
ejemplo, los tipos de virus europeos y sudamericanos O,A y
C (los_subﬁipos ge indican con cifras ardbigas). Bl virus
empleado en el Bjemplo 1 era del tipo O y del subtipo 2.

Otra diferenciacidén es la que resulta de la subdivisidn en
razas, cuya denominacidén se refiere en general al nombre de
la localidad o del Pais en el cual la raza ha sido aislada
por »rimera vez. Tambidn los tipos africanos y asidticos son
adecuados para el procedimiento de la invencidn.

Segin la invencidn, los virus de glosopeda que Se e~
pleén son criados convenientenmente de la siguiente manera:
un virus natural de glosopeda obtenido de mansera conocida,
nor ejemplo pnor extraccién de aftas de lengua de reses va-
cunas, machacadas en morbtero (una afta es una ampolla, que
contiene virus de glosopeda, provocada por wna infeccibn por
viruz de glosopeda), es inoculado con una elevada dosis de Vi

8 0 . .
rus, es decir 10 a 101 DLBO—ratén, en cultivos de tejidos
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de 6raanos de animales de pezuiia (una DL5O es la dosis de in-
feceidn que natba un 505 dé ratones de 5 - 7 dlas., Ios pasa-
jes siguientes son realizados con centidades de inoculacidn
fuertemente reducidas. En el tercer pasaje, se ha alcanzado
en general la adaptacidn, expresada por una‘elevada capaci-~
dad clbopatézena y un elevado tItulo de virus. Si un ensayo
preliminar demostrars que la adaptacidn era todevia incomple-—

ta en ol 3%F

pasaje, wodria realizarse el 292 pasajs a modo de
llamado pasaje de onlaca, es decir que el cultivo de Hejido,
degpuds de eliminarse el virus no susceptible de absorcidn,
es cublerto con un medioc alimenticio que contiene metilcelu-
losa. Do las vlacas que se forman después de 10 - 72 horas
(entendidndose por placa log focos de destruccidn celular en
el cultivo de iejido provocados vor la mulbtiplicacidn local
do porticulas citopatdgenas de virus), se aisla medianbe un
tubo ecapilar una placa y se cmoles para la infeccidn del 38%¥
resaje de cultivo de tojido. Con esta medida, con la cual se
geleccionan virus tobalmente citopatdgenos, se consigue la
adapbocidén al cultivo de tejido ya en el 3er pagaje, ineluso
con ranas de virus menos propenses o la adaptacién.
Para la obtencidn de cultivos de tejidos se emplean -
genos de animales de pemufia, por ejemplo rifiones, testiculos
u ovarios de reses vacunas, ovejas, cabras o cerdos. lLos cul-
$ivog de Fejldos son obbenidos vor dizestidn con tripsina de
loa Srgenos desmenuzados y culbivo sobhre el fondo de log re-
2inientos ds cultive de lag edlulas individuales asl obtenidas.
Convenicntemente, para la obtencidn de lag vacunas de

logopnda se procede inoculando los culbivos de $2Jidos con

e

pequofios voltmenes (0,05 a 0,2 ml) de la parte superyacente

que contiene virus de glosopeda del primer pasaje pricticamen=—
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te adaptado nor comnleoto, y empleando como medio de desarrollo
del virus una solucién de gal con contenido fisiolbgico de
electrélito, por ejemplo solucidn de Hanks o de Earle (véase
Handbuch der Virusforschung, tomo 4 (1958), pdgina 212). Ios
cultivos son incubados durante 24 horas a 37°C. Tumego 8¢ reco-
se 1o parbte superyacenbts que contlene virus y s¢ emplea como
virus de oiembra para lo obtencidn de la vacuna. Hste virus de
siembra es colocado para su nultiplicacidn en los cultivos de
tejidos anteriormente mencionados. Las partes superyacentes son
adicionadas con 0,1 a 2,5%, y preferiblemente O,75% de seponi-
na., La saponina ¢s afladida convenienbemente diluida en agua al
105:. A continuacidn se le aiiade 2 la suspensiln de virus un me-
dio de absorcidén. Para ello, pueden emplearse veuiajosanentbe
hidrdxido de aluminio o fosfato de aluminio, regulados con
tampén de glucocola sobre un valor py de 8,1 a 8,3. Ia sus-
vensién de virug asi obtenida es inactivada de manera en si
conocida, vpor ejemplo durante 20 a 60 horas, y preferiblemen—
te 36 horas, a 10 a 379C, y preferiblemente a 269C, nor ejem-—
plo con formaldehido. Ia vacuna obtenida segin la invencidn
ofrece la ventaja de que las cantidades de virus necesarias
para wna produccidn en gran escala pueden oblenerse de senci-
1lla manera en laboratorio con medios minimos de trabajo y de
825708 por cultivo de tejidos., Ia ventaja especial de 1a_va—
cuna obtenide segin la invencidn consiste en que, con ella,
pucden immunizarse contra la glosopeda no sélo reses vacunas,
ovejas y cabras gino también cerdos. Como, desdelece aflos,
la glosopeda se presenbta en forma endémica tambiédn en el cer—
do, la vacuna obbtenida segin la invencidn tiene gran importan-
cia. Ia eficacia de la vacuna contra la glosopeda segin la

presente invencidn, en el cerdo, no era de esperar en vista de

los resultados no satisfactorios en este sentido del empleo de
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higrdéxido de aluminio en combinacidén con saponina en el pro-—

cedimiento de Frenkel.
Sjemolo 1

Se adicionan 400 ml del 49 pasaje de cultivo de tejido
de riflones de bternero de la raszg de glosopéda 0o Normandia,
de un contenido de virus de 1071 TCID o/ul (TCID, = Tissue
Culture ID5O), con 30 ml de una solucidn acuosa de saponina al
105, 400 ml de una suspensién de hidréxido de alwminio al 2%,
cuyo pry se ha regulado sobre 8,3 con tampdén de glicocola, con
150 ml m/15 de tampén de fosfato y 10 ml de una solucidn acuo-
sa de formaldehido, de modo que la concentracidn final del
formgldehido en la vacuna es del 0,085%, y se mantiene durante
31 horas a 25°2C, Ia vacuna asi obbenida es egtéril e inofen-—
giva tanto para la res vacuna como para ¢l ratén de 5 y 7
dlas.

I vacuna de glosopeda inactivada, obtenida de este mo-
do, ha sido inyectada por via subcutdnea a seis reses vacunas
j6évenes de 1 1/2 aflos en una dosis de 5,0 ml. A los 17 y 90
dfas post vaccinationem (p.v.) se infectaron 3 reses vacunas
de cnsayo y 1 res de control no tratada previemente, cada una
con 50 nl de un extracto homélogo de virus netural de res va-
cung al 2%, por el método del trapo de lana (frobacidn del
virus infecclioso en la nucosa de la lengua mediante un trapo
de lana).

Como resulta de la Tabla sigulente, las reses tratadas
previamente con la vacuna ovlenids segin la invencidn fueron
inmmunes a la infeccién de carga, mientras que lag reses de

control enfermaron de manera general.
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Res vacuna Dosis de in—| Virus de infec~; Infeccidn | Resultado
ne oculaciodn. cién. lodo de de ensayo | de la In-
Hodo de ino-] infeccibn despuds de| feccibn
culacidén oo dias de ensayo
' PV
2860 - 5,0 ml
2361 subcutdnes 17 Innunes
2864
2846 Gontrol de O2 - Norman- Enfernd de
infeccidn dia nenera ge-
nétodo del tra neral
2867 5,0 ml po de lans
2363 subcutdnea 90 Inmunes
2069
2934 Control de Enfermd
infeccidn - de manera

general

Ia obtencidn de la suspensibn de virus empleada segin el ejem—

plo anterior se realizd de la siguiente manera. 30 ml de una

gusvensidén de virus natural de glosopeds de res- vacuna del ti-

po 0, subbipo 2, rasza Normandis, obtenida por exbraceién de

3 g de alftas de lengua de res vacuna machacadas en mortero y

de un contenido de virus de 10771 DL50~rat6n/O,1 mnl, son apli-

cados a un cultivo tejido de rifiones de ternero de una super-

ficie de aproximademente 300 em®, Después de un tlempo de ad-

gorcidn de virus de 30 minubos, se elimina la parie superya-

cente, se cubre el culitivo infectado con 50 ml de golucidén de
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Barle de un py 7,3, ¥y e incuba durante 24 horas a 374C. Bl
medio de cultivo que contiene virus asi obtenido es recogido
¥y aplicado sin diluir y en diluclones decimales progresives a
cultivos de tejido de rifiones de ternero de igual tamalio en
ma cantidad de 10 mi por cultivo de tejida. Degpuds de una du-
racidn de adsorcién de 30.minubtos, se elimina la solucidén su~
peryacente eon los virus no adsorbidos y se cubre la alfombra
de células con 30 ml del medio de virus anterior que contiene
un 0,755 do metilecelulosa y rojo neubtro en une concentracibn
de 1:20 000. A las 48 horag, se introduce en el cultivo de ¥e~-
jido que contiene menos placas y en el centro de una placa un
bubo capnilar y se aislan 0,2 ml del medio que se encuentra so-
bre la »nlaca. Bsta muestira, que contiene particulas de virus
completamente citopatdgenas, es aplicada-sobre m cultivo de
tejido de riliones de ternero de igual tamafio e incubada a con~-
tinvnacidn, durantc 24 horas, o 372C. Ia parte superyscente de
egte pasaje posee wn'tivulo de 107’3 TCIDSO/ml. Se aplican s0~
bre ofros 8 cultivos de tejido andlogos cada vez 0,05 ml de es—
ta partve superyacente, cubisrtos cada uno con 50 ml de solucidn
de Barle. La parte superyacente obtenida despuds de una incu-~
bacitn de 24 horas es empleada como material inicial para el
ejenplo anterior.
Eiemplo 2
Jna vacune obtenida como en el Ejemplo 1, s6lo que con
la reza de zlosopeda A5 Hammover (contenido de virus 105’5
TﬂIDEO/hl fud inyectada por via subcubdnes tres veces a 3 re-
ses vecunas jévenes de 1 1/2 afios en une dosis de 5,0 ml. Ia
infeccidn de carga fué realizads despuds de 17, 90 v 180 dfas.
Como se ve por la Tablﬁ siguiente, las reses inmunizadas

eran inmunes tanto después de 17 como después de 90 y 130 dias,
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miensras que las reses de comirol, aqui tembién, habian ené@ﬁt

Res vacuma ] Dosis de in~) Virus de infec— | Infeceidn | Resultado
ne oculaciébn cidbn. lModo de de ensayo |de la in-
lodo de 'in- | infeccidén después de | feccidn
.oculacidn ...dias pw | de enseyo
2768 5,0 ml
2769 subcutdnea 17 Inmunes
2772 .
- , BEnfermé
2770 Control de de manera
infeceidn - general
2799 A - Hannover
2792 5,0 ml nétodo del tra 90 Trmunes
2800 subcutdnea | po de lana.
2874 Control de Enfermé
infeceidn - de manera
general
2793 5,0 ml 180 Inmunes
2802 subatrbd .
5803 ubcutdnes
e 16
2804 Control de - gglzggera
infeccidn seneral

Ejemplo 3

400 ml del 49 pasaje de cultivo de tejido de rifiébn de ternero

de la raza (-18lz de glosopeda, de un conbenido &e virus de

107’7 TGID5O/ml son adicionados con 30 ml de una solucidén acuo-

so de saponina al 10%, con 400 ml de una suspensidn de hidro-

xido de aluminio al 2%, cuyo Py ha sido regulado con tampén
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de glicocola sobre 8,3 con 160 ml de tampbn de fosfato m/15

v 10 ml de una solucidn acuosa de formeldehido, de modo que
la concentracibn final de formaldehido en la vacuna es del
0,085, manteniéndose entonces la masa durante 31 horas a 2520.
To vacuma asi obtenida fué inyectadaia 3 reées vacunas jévenes
de 1 1/2 alios v a 8 cerdos de 3 meses en wma dosis de 5,0 ml,
idernds, se vacunaron ccn esta vacuna 3 cerdos de 3 meses, con
vna dosis de 3,0 ml. A los 17 dfas, las 3 reses vacunas de en-
seyo sonetidas a tratamiento preliminar y 1 res vacuna de con-
trol no sonmetida a tratamiento preliminar fueron infecitadas
a titulo de ensayo nor el mdtodo del trapo de lana. Bl 172
dla, los cerdos inoculados fueron reunidos con 7 cerdos no stra-—
tados previamenie y’7 cerdos infectados por el método del tra-
po de lana.

Como nmuestra la Tebla siguiente (Tebla 4), las reses va-

cun2s incculadas con la vacuna obtenida segin la inveneidn

2

uedaron protegidas contra el atague de la glosoneda, contra-—
riomente al animal testigo sin inocular. Por la Tabla B, pue-
de verse que los cerdos infectados, y poco despuds tambidn los

animales de control sin itratar previemente, enfermaron por con—

<3

acto, mientras que los cerdos que se enconbraban iguwalmente
en contacto con el virus de infeccidn, inmumizados con 3 nl ¥
con 5 ml de la vacuna obtenida sezin la invenciébn, quedaron sa-

1nos.
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Res vacuna Dosis de in-; Virus de infec—| Infeceidn | Resultado
né oculacidn, cidén. Hodo de de ensayo | de la in-
Modo de in- | infececidn 2 108 ... fececidbn de
oculacidn dilag p.v. | ensayo
2744 5,0 nl 17 Innunes
2801 subcutdnea
2815
C - Tols
Mdtodo del tra
po de lana
- Enfernd
2797 Conbtrol de - de maners

infeccidn

general
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ABIA B
LTADIA B

Virus de infecw
cidbn. Modo de
infeceidn

Infeccidn
de ensayo
a log...

dias p.v.

Lesulitado
de la in-
Teccidn de
ensayo

5,0 ml
subcutdnea

3,0 ml
subecutdnea

Infeceidn pox
contacto

17

Inmunes

Contiroles de
contacto

Infeccidn
por conbtacto

Controles
de infeccidn

C -~ Tolz
létodo del
trapo de lana

st M N

Enferma~—
ron de
manera
general




Io suspensién de virus empleada segin el Bjemplo anterior
fué obtenida de la sigulente manera, 30 ml de una suspensidn de
virus natvral de zlosopeds de res vacuna, del tipo C, raza Y6lz,

obtenida por extraceibn de 3 g de aftas de lengua de res vacuna

-machacadas en mortero ¥y que tenlfa un contenido de virus de

6,6 DLSO-ratén/Oz1 nl, son aplicados a un culiivo de tejido

10
de rilién de bernero de una superficie de aprox. 300 cm2. Deé—
puds de un tiemvo de absorcidn de virus de 30 minubos, se elimi-
na la »arte su@eryacenté y a conbinuacibn se cubre el eultivo
infectado con 50 ml de solucidén de Barle como medio de culbi-—

vo del virus y se incuba durante 24 horas a 372C. Fl medio de
cultivo que contbilene virus asi obtenido es recogido e inoculado
en una cantidad de 1 ml a un culbivo de rifidn de ternero de
igual superficie. Después de otras 24 horse de incubacidn, e

infeota con la parte superyacente del 22 pasaje, obtenida de

e

egte modo, otro cultivo de igual superficie con 0,1 ml de la
nartse superyacente de cultivo que contiene virus de glosopeda;
Lo suspensibn de virus obtenlda despuds de una nueva incubacién
de 24 horas (3°%F pasaje) sirve para la obtencién de la vacuna.
Para ello, se aplican cada vez 0,05 ml de la parte suporyacen-
te a ctros & cultivos andlogos de tejido, cada uno cubierto por
50 ml de zolucidn de Barle. Ia parte superyacente obtenida des—
puéa de 24 horas de incubacidén es empleada como material inicisl
para el Eje@plo anterior,
Bjemnlo 4

Se revnen 200 ml de una suspensién de virus de glosopeda
de la »asa As— Hannover (contenido de virus 10675TCID50/hl),
200 ml de una suspensidn de virus de glosopeda de la raza

¢ - T61z (conbenido de virus 10777 PCID;0/ml) ~ (obtenidos
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30 ml de una solueidn de saponina al 10%, 400 ml de un hi-
dréxido de sluminio al 2%, 160 ml de ¥ampén de fosfato m/15
(PH 7,6) ¥y 10 ml de una solucién de formeldehido al 3% y se
mentienen durente 31 horas a 252C. Zsia suépensién represen—
370 $a una vacuna de glosopeda bivalente de los tivos A ¥ C;
La vacuna obfenida de este modo fué aplicads por via
subcubdnea a & reses vacunas en una dosis de 10,0 ml cada ung.
A los 90 dias, cads 3 reses vacunas fueron infectadas nor el
método del trapo de lana con virus de glosopeda AB—Hannover
375 ¥y respecuvivemsnte C_—Tﬁlz.
Como permite ver la Tabla siguiente, los veses inmuni-
zodas estuvieron proivegidas contra el ataque de la glosopeda,

contrariansnte & log animales de control.

Res vacuna| Dosis de Virus de infec- Infeceidn | Resultado
380 ne inoculacidén| cidn. liodo de | de ensayo | de la infec-—
Hodo de in-| infeccidn 8 l0Seses | cibn de en-
oculaciodn dias p.v. | sayo
2794 10,0 ml 90
385 %g%g subcutdnes, Ay - Hennover Tomnunes
létodo del tra
po de lana
. 2910 Control de - Enferndé de
390 infeceibn manera ge-
neral
2637 10,0 ml 30 :
2833 subcutdnea ¢ - 181z 7 Innunes
28340 Hétodo del tra
395 po de lana
Control de - Enfermd de
2908 infeccidn : manera go-
neral
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Con 200 ml de cada una de lag suspensiones de lag razag
de virus Op - Normandia (contenido de virus 107+ 26ID;q/ul),
A5 ~ Hannover (contenido de virus 10655 TCID5o/ﬁl) v C ~16lz
(contenido de virus 107’5TCID50/h1 — obtenidas como en 1los
Ljemplos 1, 2 ¥ 3 - 30 ml de seponina al 10%, 360 ml de una
suspensidén de hidrdéxido de aluminio al 2% y 10 ml de una solu—
eibn de formaldenido, se obbtienen 1.000 ml de una vacuna de
zlogopeda trivalente de los tipos O, 4 ¥y C.

Con la vacuna de glosopeds preparada de este modo se va-
cunan por via subecubtdnea 9 reses vacunas jévenes con ung dosis
de 10 ml. A los 17 dlas, se comprueba la inmunidad por el mé~-
todo del trapo de lana.

In la Table siguicnte se indican log resultados, que
mnuestran que los animales tratados previamente con la vacuna
obtenida segin la invencidén fueron inmunes a los 3 tipos
(0,4 y C), mienbras que los animales de control enfermaron on
cada caso de glosopeda del tipo con el cual habian sido in-

fectados.
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Reg vacuna | Dosis de in-—) Virus de infeccidnyInfeccién | Resultado
ne oculacidn. Modo de infeccidn |de ensayo | de la in-
liodo de in- a los ... | feceidn
oculacién dfag p.v. | de ensayo
383@ 10,0 ml 0y ~lormandia 17 § Tnnunes
2927 stbeuténea Iétodo del tra
po de lana
2934 Conirol de
infeccidén - Enfermd de
manera ge-
neral
e | joom v o
2907 subcuténea Az - Hammover ) nes
2921 Iiétodo del Hra
— po de lana
2932 Control de - Infermd de
infeceibn manera go—
neral
Saas 10,0 ml ' ) T
403 N nmune s
%éai subc&ﬁénea ¢ - Tolz i 3 ¢ .
= iétodo del btra-
po de lana
2933 Control de - Enfermd de

infecelidn

naners e~
neral

Giemplo 6

Como en el ejemplo 3 se

inyecta en forma suvbcubdnea

o 5 cerdos de btres meses und dosis de 5 ml de la vacuna de virus

del 42 pasaje de culbtivo de la raza C-T06lz, de un contenido de

virus de 10797 TGIDsO/ml. 4 los 56 dlas p.v., los cerdos inoculados

fueron reunidos con 2 cerdos no tratados previamente y 2 cerdos in~

LY

fectados por ol médtodo del trapo de lana.

Como musshra la tabla siguienlte, los cerdos inoculados queda—

ron protegidos contra el atague de la glosopeda contrariemente al

animal testigo.
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Cerdo Dosis de in- Virus de Infeccidn Resulbado de
ne oculacidn infeccién de ensayo la infeccidn
Iiodo de in-~ lModo de 8 los ... de ensayo
oculacidn infeceién dias ».v.
3050 i o3 '3
3051 - Infeccldn
3052 9 ml .
3053 por 56 inmunes
2
3054 subcutdnea contacto
3057 Controles Infeccidn
de pow
enfermd
3053 contacto contacto - LT
de nanera
3055 Controles C-061s 1é- spneral
de sodo del
3056 infeceidn trapo de
lana
Bjemplo 7T

120 ml del 42 pasaje de cultivo de tejido de rifién de ter-
nero de la raza de glosopeda O2 Normandia, de un conbenido de vi-
rus de 107’1 TCID5o/hl, 120 ml del 49 pasaje de cultivo de tejido

de rifién de ternero de la raza de glosopeda A_ Hannover, de un

5
contenido de virus de 107’5 TCID50/hl v 120 ml del 49 nasaje de
cultivo de tejido de rifidn de termero de la raza $-M6lz de zloso
peda, de un contenido de virus 10745 PCIDgo/ml son adicicnados con
15 nl de una solucibn acuosa de saponina al 10%, con 120 ml de una
suspensién e hidréxido de aluminio al 2%, cuyo pH ha sido regu-
lado con taﬁbén de glicocola e 8,3 y tratads con 10 ml de una so—
lucidn acuose de formaldehido, de modo que la concentracibn final
de formaldehido em la vacuna es del 0,085%, mentenidndosge la masa
durente 31 horas a 252 C. Ia preparacidn, de la suspensién de vi-

rus, se realiza en la forma indicada en el ejemplo 1 o bien 3. Ia
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a R pos . .
“Cuna agf optenida es estdril y es inofensiva wnora el dernero

5 N e . T
v 28rg el rotoneito de tan sblo 5 a T dias.

Con la vacuna de glosopeda preparada de gste modo, se va-
Cunaron por via subcubdnea § reses de un aiio y medio con dosis
de 5,0 ml, 120 dfas ».v. se infectaron tres terneros de ensayo
Cada vez medisnte el nétodo del trapo de lana con virus inacti-

Vos de sglosopeds de uno de los tres tivos siguientes: 0, A o B,

can la tabla siguiente se indican los resultados ¢ue nos

o
1=ty

W

ialan que, loeg animales tratados proviamente con la vacuna,

fueron inmunes, mientras que los enimales de control enfer-

maron en to

[

ios log cagog de 4 glosopedas.

Res Dogis de in-  Virus de Infeccibn Hesultado de
veouna oculacidn infeceibén de emsayo la infeccidn
ne tlodo de in- Hodo de 2 10S ees de ensayo
oculeacién infeccibén dias p.v.
2907 )
2999 5,0 ml 0, Norman’ .
3025 subcubdnea 2 aia 120 ) inmunes
iétodo del
A Control trapo de enferné de
3127 de lana DAaners
infeccidn - gencral
29066
2593 5,0 ml A5 Hanmover: 120 .
Saas I inmunes
Gontrol trapo de enfermé de
3106 de lana nanexra
infeccidn - general
3036 5,0 ml 0-161z ; )
38§7 subcutdnea . 120 LIS S
3039 Hétodo del )
Control trapo de enferné de
3121 de lana - nanera
infeccidn general
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Eglta solicitud corrcgponde a la presentada en Alemenias

530 el 22 de Junio de 1.963 bajo el némero B 72 384 IVa/30 h, se
acoze a los heneficios del articulo 51 del vigente Estatuto

sobre Propiedad Industrial y del articulo 4¢ del Convenio de

la Unidm.

REIVIODDICACIONZIS

A 811
(¥
LS

1). Procedimiento para le obtencién de una vacuna conbra la glo-
gopeda, caracberizado por adicionarsé une suspensidn de virus
de glogopeda, obtenids sobre cultivosg de tejidos de brganos de
onimales de peszwis, y especialmente de rifiones de ternmero, con
gaponina de una concentracién de 0,1 al 3,5% y preferiblemente
540 del 0,75%, adsorberse los virus de glosopeda sobre un adsorbente,
preferiblemente hidréxidoe de aluminio tamponado, e inactivarse
a continuacidén con Formaldehido, de manera en si conocida.
2). PROCEDILIENTO PARA TA OBLENCION DE UNA VACUNA CONTRA LA
GLOSOPEDA. '
545 Beta Lemoria consta de diecinueve hojas foliadas y mecano-

grafiadas por un sélo lado de sus caras.

Madrid/
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