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PATENTE DE INVENC IO0ON
a favor de: 7
BEHRINGWERKE AKTIENGESELILSCHAFT, de nacionalidad alemana, resi-
dente en 355 Marburg/Iehn (Repéblice Federal Alemans), por:
"PROCEDIMIENTO PARA ZA ADAPTACION DE VIRUS DE GLOSOFEDA A CUITI
VOS DE TEJIDOS".

Memoria descriptive

Constituye el objeto de la invencidn un procedimiento para
le adaptacidén de virus de glosopeda & cultivos de tejidos.

Heblsndo de virus, se entiende por adaptacién la adaptacidén
o condiciones alteradas de mulbiplicacién, que aumenta en el trang
curso de los pasajes. La adaptacién del virus natural de glosope-
de ha conclufdo cuando, con una total destruccidén de las células
por el virus (poder citopatégenoc), se ha alcanzado un elevado
titulo de virus. Hasta ahors, se necesitaban pare la adaptacidn

15-42 pasajes, seglin la raze del virus. Ies vacunas inactivadas
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obtenidas de tales virus no conducen & una inmunidad segura™y
duradera porque el poder antigeno de los virus de glosopeéa,
que constituye la condicién previa para una tal vacuns, dis-
minuye muy répidamente en el transcurso de los pasajes da2 un
tejido a otro.

Ahora bien, se ha hallado un procedimiento pare la adaptacién
a cultivos de tejidos de virus de glosopeds caracterizado por
criarse virus nagtural de glosopeda en un cultivo de tejides de
érganos de animales de pezufia con une canbtidad de inoculacidn
cuyo volumen se encuentra, con regspecto a la superficie de las
célules, en la relacién de 1:1 hasta 1:50, y preferiblemente de
1:10, ¥ que contiene une cantidad de virus de 108 hasta 1010
DL5o-rat6n, eliminando le solucidén superyacente con 10s virus no
adsorbidos despuds de 5 a 120 ninutos, y preferiblemente despuds
de 15 minutos, y sustituyéndola con una solucidén alimenticia
adecuade para la multiplicacidén del virus, y recogiendo después
de 12 a 48 horas, y preferiblemente 24 horas, la parte superya-—
cente que contiene virus y sometiéndola de manera en si conoci-
da, con reduccién de la cantidad de vacuna inoculada, a ulierio-
res pasajes, o poniendo la parte superyacente que contiene virus
del primer peseje, sin diluir y en diluciones decimales progresi-
vas sobre culbivos de fejidos de dérganos de animales de pezufia,
erecidos en recipientes de vidrio de superficie de fondo plane,
eliminando la solucidén superyacente con los virus no adsorbidos,
despuds de 5 a 120 minubos, y preferiblemente después de 20 a 40
ninutos, cubriendo la alfombra de células con uma solucidén gli-
menticia que contiene una substancia que aumenta la viscosidad,
¥y cuyo volumen se encuentra con respecto a la superiicie de las

células en uns relacién de 1:3 a 1:20, y preferiblemente de 1:10,
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incubdndose de maners estaclonaria & unos 379 C, tomandc des—
pués de 18 a 72 horas una muestra de la suspensién scbre una
place en el grado de dilueidn més alto que todavia contiene
placas y poniéndola sobre un cultivo de tejido en el cval se
cultiva ulteriormente de meanera en si conocida, y recogiendo

el virus.

El virus natural de glosopeda es obtenido por extraccidn
de partes infectadas de piel o de mucoss de enimales de pazu=-
fia. Convenientemente, se obtiene el virus netural de glescpede
de aftas de la lengue de ganado vacuno. Une afta es uns enpo-
lla, que contiene virus de glosopeda, producida por la infec-
cién por el virus de glosopeda.

Como virus de glosopeda con los cuales puede aplicarse el
procedimiento de la invencidén son de considerar, en primer lu-
gar, los tipos de virus europeos y sudamericancs 0, A y C (in-
dicdndose 1los subtipos con cifras ardbigas, ¥y significando;
por ejemplo 02 que el virus empleado pertenecia al tipo 0 y al
subtipo 2. Otra distincidén es la de la subdivisién en razas,
cuyé indicacién se refiere en general al nombre de la locgli-
dad o del Pais en el cuzl la raze fud esislada por primera vez).
Tambidn los tipos africenos y asidticos son indicados pars el
procedimiento de la invencidn.

Entre los animales de pezuiia se cuentan el ganado vacuno,
la oveja, la cabra y el cerdo. Como érganos de los animales
de pezufia son de considerar, por ejemplo, los rifiones, los ftes-
t{culos y los ovarios.

Tios cultivos de tejidos son obtenidos por digestidén con
tripsina de los drganos desmenuzados y cultivo de las células
individuales asi obtenidas sobre superficie de vidrio de reci-

pientes de cultivo de fondo plano.
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Como solucidn alimenticis para la multlpllcacldn ae los vi-
rus, se emplean convenientemente soluciones salinas con conteni-
do de electrdlito fisiolbgico y un azdcar, como glucosa, voOr
ejemplo el medio de cultivo de virus VM 3 (Schwoebel, W. ¥y
Siedentopf, V., Zbl. Bakt. I. Abt. (Orig.) 181, 3 - 16, 1961),
cuyo valor pH se ha regulado, de acuerdo con el méximum de ac~—
tividad del virus de glosopeds, sobre un valor pH de 7;A“hasta
7,4, por ejemplo con solucién de sosa cdustica diluidaésbicar-
bonato de sodio, bampén de barbiturato o de fosfato. Cbp%enienp
temente, se aplica el procedimiento de la presente invéﬁéidn a
une, tempersbtura de unos 372 C.

Bl contenido de virus de glosopeda que se halla en una so-

lucidn, es determinado mediante la IL_.-ratdn, es decir la dosis

0

infecciosa que meta al 50% de una pobiacidn de ratones de 5 -~ 7
dias,.

Como substancias que aumentan le viscosidaed son de conside~-
rar los polisacdridos, por ejemplo la metilcelulosa, o las pro-
teinas, por ejemplo las gelatinas.

Por placas, se entienden focos de destruccién de células en
el cultivo de tejido, provocados por la multiplicacidn local de
particulas citopatbgenss de virus. La confluencis de las distin-
tas placas es impedida mediante la adicidén de un medio que aumen
ta lea viscosidad.

Al aplicar el procedimiento de la invencidén, se procede con-
venientemente inoculando un extracto de virus natural de gloso-
peda al 10% aproximsdsmente, procedente de aftas de lengua de
ganado vacuno, en una cantidad de aproximadamente 30 ml, es de-
cir de 108 e 1010 DL5o-ra$6n, a un cultivo de tejidos de drganos

de animales de pezufia, por ejemplo rifiones de terneros de una
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superficie de aproximadamente 300 cm2. Despuds de un tiempo
de gdsoreidn de 5 a 120 minutos, y preferiblemente de 10 g 30
minutos, se vierte la parte superyacente que conbtiene los vi-
rus de glosopeds no adsorbidos. A continuacidn, se cuhre el
cultivo de tejido con una capa de solucidn alimenticia de apro
Ximadamente 50 ml y se incuba durante unas 24 hores. A conti-
nuacidén, se aisla la perte superyacente que contiene el virus,
86 pone en une cantidad menor, por ejemplo la 38 o 30& parte
de la cantidad de inoculacidn del 1er pasaje, sobre anglogos
cultivos de tejidos de rifiones de terneros, y se somets asi
a otros 2 o 3 pasajes. En la mayoris de las razes de virus de
glosopeda, le adaptacién concluye entonces sin empeoramiento
comprobable alguno de su capacidad antigena. Este material de
virus es adecuado para le obtencidn de una vacuna inactivada
de glosopeda que proporciona une inmunidad segura y duradera.
Una ceracteristica especial del procedimiento segin la
invencion estéd constitulda por el corto tiempo de adsorcidn
de virus después de la inoculacién del primer culbivo, que seo

realize con grandes cantidades de extracto de aftas que con-

“tiene virus natural de glosopeda. Son necesarias grandes can-

tidades para introducir en el primer cultivo inmediataments
la cantidad mayor posible de particulas de virus afines al cul-
tivo de tejido, y la adaptacidn de la raza de virus de glosope-
da concluye por multiplicacién de dichas particulas al cabo de
3 0 4 pasajes.

Hay razas de virus de glosopeda que, & pesar de estas ne-
didas, no estdn adaptadas todavia por completo al culiivo de
tejido despuds de tres o cuatro pasajes, como por ejemplo la

raza O,~-Normandfa, que sélo después de 10 pasajes de cultivo de
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tejido revela une adaptacidn completa. Ain cuando este ndrero
es inferior al de los procedimientos conocidos, sin emhzrgo,
para una completa conservacibn de la capacidad antigen&rdel
virus, serias deseable que esta cifra pudiers ser reducids.
ulteriormente. Para conseguirlo, se ejecuba el segundd éésaje
en forma de pasaje selsctivo de placa.

Para ello, se procede convenientemente poniendo éﬂvﬁn VO=
lumen de 10 ml por cultivo la parte superyacente del prlmer
pasaje de cultivo de tejido sin diluir y en dlluclonesudecl-
malss progresivas sobre cultivos de tejidos de riﬁones:é;"ter-
nero, crecidos en recipientes de vidrio de fondo plano, cuya
superficie es de aproximadamente 300 cm2.

Después de una duracién de adsorcidn de 5 a 120 minutos,
¥ preferiblemente de 20 a 40 minutos, se decante la parte su~
peryacente, se cubren los cultivos de tejido despuds de un do-
ble lavado con una solucidén fisiolégica amortiguada de sal de
cocina, con 30 ml de wn medio de cultivo, por ejemplo un medio
de cultivo que contenga O,%S% de metilcelulosa asi como rojo
neutro en una concentracidén de 1:20 000. De las placas que se
forman después de 18 - 72 horas, se aigla una placa aspirando
mediante un tubo capiler 0,1 ~ 0,5 ml del medio de cubrimiento
que se encuentra sobre una placs de la fase de dilucidén més al-
ta que contiene todavia placas, y se emplea como meterial de
inoculacidn para un ulbterior pasaje de cultivo de tejido,
gue por ‘tanto se :ealiza con virus completamente citopatébgeno
ya adaptado y cuya perte superyacente puede ser empleada para
la obtencién de una vacuna inactivada contra la glosopeds que
proporceiona une inmunidad segure y duradera.

Sobre los procedimientos del estado actual de la tdcnica,

el procedimiento segin la invencién ofrece la ventaja de que
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el contenido de virus necesario para la obtencidén de una va-
cuna contra la glosopeda es obtenido ya a los tres o cuatro
pagajes, despuds de tomarse las medidas anteriores. Bl proce-
dimiento tiene gran importancia tambidn porque, de pregentar-
se repentinamente nuevas y exéticas variantes o tipos, puede
obtenerse rdpidamente en el laboratorio el virus para la ob-
tencién de una vacune inactivada contra la glosopeda. domo,
al aumentar el nimero de los pasajes necesarios para la adap-
tacidén, el poder antigeno del virus de glosopeds disminuye
répidemente, hay que ver en el procedimiento de la invencién
una ventaja particular en el hecho de que, con s26lo pocos pa-
sajes y conservando todo el poder entigeno, permite la adapta
cién, en cultivos de tejidos, de virus de glosopeda propicios
a la adaptacidn, asl como de virus menos propicios a ella.
Ejemplo 1

30 m1l de uns suspensidén de virus natural de glosopeda de
ganado vacuno, del tipo C, raze TVlz, obtenida por extraccidn
de 3 g de aftas de lengua de ganaéo vacuno machacadses en mor-
tero y de un contenido de virus de 106’8DL50/O,1 nl ratén, son
inoculados en un cultivo de tejido de rifiones de ternero de ume
superficie de aproximadsmente 300 cm2. Despuds de una adsorcidn
de virus de una duracidén de 30 minutos, se elimina la parte
guperior, se cubre sl cultivo infectado con 50 ml del medio
de desarrollo de virus VM3 y se incuba durante 24 horas a 372 C.
El medio de cultivo que contiene virus asi obtenido es recogido
e inoculado en una cantidad de 1 ml en un cultivo de rifiones de
ternero de igual tamafio. Después de otra incubacidén de 24 horas,
se infecta con el 22 pasaje asi obtenido otro cultivo de igual

tamafio con 0,1 ml de la parte superyacente del cultivo que con-
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tiens virus de glosopeda. La suspensidén de virus obtenida median
te una nueva incubascidén de 24 horas (3°F pasaje) puede eventual-
mente ser empleada, por su elevado céntenido de virus, pars la
obtencibn de unae vacuna inasctivada contra la glosopeda. 7

Durante el cultivo de los tipos & y O, los dos primeros pa-—
sajes se verifican de le misma manera que para el tipo C. Para
el virus A, se inocula sblo el tercer pasaje con 0,5 ml y el cuar
to con 0,1 ml. Bl cuarto pasaje, debido a su elevado conbenido
de virus, puede ser ubtilizado como virus pare la obtencién de
une vacuns inactivada contre la glosopeda.

El virus O es inoculado a partlr del tercer pasaje, pasando
por otros 8 pasajes, con cantidades menguentes de 1,0 hasta 0,05

ml. B1 10¢ pasaje posee un contenido de virus de 107’1TGIDBO/hl

(una TCID.. es la dosis de infeccidn por la cual es destruido

, 50
por el virus el 50% de los cultivos de tejido infectados), que
basta para la prepsracidén de una vacuna inactiveda de glosopeds

del tipo O.
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Tipo de virus | Pasaje por |Dosis de inoéu Efecto cito C/n ido de
de glosopeda rifiones de | lacién (en ml) | patbégeno 17 |vird¥i(en
ternero , §§ horaspd)?C;Lsg.ml)
c 1e 30 30
Raza TUlz 2. 1 90
- 3. 0,1 100 10 T+
4. 0,05 100 10 77
A 1 30 70
Subtipo 5 2. 1 80
Razs Hannover 3. 0,5 100 10 6.5.
4. 0,1 100 10 649
5 0,05 100 10 T
1. 30 10
2. 1 15
3 1 30
0 4e 0,5 25
Subtipo 2 56 0,5 35
Raza Normandie G 0,1 50
7. 0,1 50 10 ©+3
8. 0,1 75
9. 0,05 80
10. 0,05 100 10 T+
1. 0,05 100
12. 0,05 100

1) =

comprende todas las formas de alteraciones de célules provocadas

por el virug, expresadas en porcentaje con respecto a la super—

ficie total de cultivo.

2) = post infectionen.
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Ejemplo 2

Se aplican a un cultivo de tejido de rifién de ternero, de
una superficle de aproximadamente 300 cm2, 30 ml de una suspen
sién de virus natural de glosopeda de ganado vacuno del tipo O,
subtipo 2, razs Normendia, obltenide por extraccidén de 3 g de
aftas de lengua de ganado vacuno machacadas en morbtero y que
posee un contenido de virus de 107’1DL50—rat6n/b,1 ml. Despuds
de un tiempo de adsorcidn de virus de 30 minutos, se elimina ls
parte superyacente, se cubre el cultivo infectado con 59 ml del

medio de cultivo de virus VM, y se incuba durante 24 horas a

3
372 C. E1 medio de cultivo que contiene virus asi obtenido es

recogido y aplicado sin diluir y en diluciones decimales pro=
gresivas a cultivos de tejido de rifidn de ternero de igual ta-
mafio en ung cantidad de 10 ml por cultivo de tejido. Despuds de
una duracién de adsorcién de 30 minutos, se elimina la parte
superyacente de ls solucidn con los virus no adsorbidos y se
cubre la alfombra de células con 30 ml del medio de cultivo de
virus VM3 que contiene un 0,75% de metilcelulosa. A las 48 horas,
se pone en el cultivo de tejido que contiene menos plecas un Hu—
bo capilar en el centro de una placa y se aislan 0,2 ml del me-
dio que se encuentra sobre la placa. Esta muestra, que conbiene
particulas de wvirus complefamenﬁe citopatbgenas, es aplicada a
un cultivo de tejido de rifién de ternero de igual tamafio y, a
continuacidn, incubada durante 24 horas & 372 C. Ia parte super
yacente de este pasaje posee un titulo de 107’7TCID50/h1 ¥ pue-
de eventualmente ser utilizada para la obtencidn ae una vecuna
inactivade contra la gloscopeda.

La Tabla siguiente muestra en las cuatro primeras columnas
la adaptacién de la raza O,-Normendie segim el método indicado

en el Ejemplo 1. De ello resulis que, parae una adepbtacidén préc-
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ticemente completa, se necesitan 10 pasajes cuando el prgmer
265 pasaje ha sido realizado con una cantidad de inoculacidn de
30 ml, y los pasajes siguientes con cantidades fuertemente re-
ducidag. |
Tas columnas 5 a 9 indican la adaptacién de la misma ra=-
ze. de virus cuando el segundo pasaje es realizado a modo de
270 pasaje selectivo de placa. De los detos indicados resulte
que ls adaptacidén ha concluido précticamente después de J ra
sajes y que, con la syuda de esta fase del procedimientc, he si-

do gcortada en T pasajes.
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Esta solicitud corresponde a la presentada en Alemenis
ol 24 de Julio de 1.963 bajo el mimero B 72 824 IVa/3Ch, se
acoge & 1os beneficlos del articulo 51 del vigente Estuiuto
gobre Propiedad Industrial y del articulo 4¢ del Conveniv de
295 le Unién. '

REIVINDIGACIONES

1) . Procedimiento para la adaptacidén de virus de glosopeda a
cultivos de tejidos, caracterizado por cultivarse virus natu
ral de glosopeda en un culbfivo de tejidos de drgenos de ani-
300 meles de pezufia con une cantidad de inoculacién cuyo volumen
se encuentra en la relacidén de 1:1 hasta 1:50 con respecto a
la superficie de células y que contiene una centidad de virus

ge 10° nasta 1070 DB retén, por eliminarse la solucién super

yacente con los virus no adsorbidos despuds de 5-520 minutos,

305 afladirse una soluciéh alimenticia adecuada pera le multiplice-
cién del virus, recogerse después de 12-48 horas la solucién
superyacente que contiene virus y someterse la misme, cOn re-—
duccién de la cantidad inoculada, a ulteriores pasajes de ma-
nera on si conocida, o por ponerse la solucidén superyacente

310 que contiene virus del primer pasaje sin diluir y en dilucio-
nes decimeles progresivas sobre cultivos de tejidocs de drgenos
de animales de pezufla, crecidos en recipientes de vidrio de su~
perficie de fondo plena, eliminando la solucidn superyacente
con los virus no adsorbidos despuds de 5-120 minutos, poer cubrir

315 ge la alfombrs de células con une solucidn alimenticia gque contig
ne wne sustencia que aumente la viscosidad y cuyo volumen, coﬁ
respecto a la superficie de las célulasg, se encuenira en la re-

lacién de 1:3 a 1:20 tomarse despudés de 18 = 72 horas una mues
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tra de la suspensidn sobre una place en la fase de dilu-
cidén méds elte que contiene todavia placas, ponerla sobfe un
cultivo de tejido, cultivarla, ulteriormente de menera en sl
conocide y recogerse el virus.
2). PROCEDIMIENTO PARA LA ADAPTACION DE VIRUS DE GLOSCPEDA A
CULTIVOS DE TEJIDOS.

. Esta Memoria consta de catorce hojas foliadas y mecano-

grafiadas por un sélo lado de sus caras.

Madrid, 21 de dJulio EE/1¢9§4
el 7
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