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E
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con domicilio en 183-193, Buston Road, Londres, Inglaterra,

por: "UN METODO PARA PRODUCIR UIA CEPA DE CELULAS".
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las, particularmente a un nuevo tipo que sederiva de célu-
las de embriones de felinos; al crecimiento de virus an
¢llas; y a vacunas que contienen tales virus.

Es conocido el cultivo de virus de enteritie in-
fececiosa felina (panleucopenia), en m cultivo de tejido
p;imario preparado por tripsinacidn de células de rifidn de
zato infectado. Sin embargo, este método ha tenido la des-
ventaja de que no se podfa excluir la pbsibilidad de con-~
taminacién con otros virus no facilmente detectables, al
tiempo gque la cantidad disponible de tal cultivo de teji-
do es limitada en ciertas épocas del afio, y representa unal
hoblacion heterogénea de células que estorba a la produc-

« F Y 0 . 4 s 7
cion del virus para fines de experimentacion o preparacion

rus de enteritis infecciosa felina en los cultivos primari
de rifidn de gatito es impracticable, debido al peligro de
contaminacidn con virus de enteritis infecciosa felina vi-
rulenta, que a veces puede estar presente en los cultivos
nsados de tejido primario de gatito.

Se ha reconocido, en general, que la falta de
células o cepas de células huéspedes adecuadas, exentas de
contaminacidn, capaces de soportar virus patdgenos de inte
rés, ha estorbado mucho a los esfuerzos de investigacidn y
desarrollo para proporcionar virus adecuados para suuso en
vacunas para combatir las enfermedades de animales y se-

res humanos.

Se ha hallado shora que una nueva cepa de 0élu~
las, que comprende oélulas derivadas del pulmén de embrio-
nes de felinos, es capaz de soportar virus patégenos, par-
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‘ticularmente virus de enteritis infecciosa felina, virus
?
ide rinotraqueitis felina y picornavirus felinos. También

2 as

Ese ha hallado que las cepas de células derivadas de riiidn

fo corazdn de embriones de felinos, o mezclas de ellos, o 5

ide la piel, misculos, amnios (placenta), lengua, higado

‘o intestinos del embridn, o todo el embridn o caddver de

‘embridn, son andlogamente adecuados para soportar virus

:patdgenos. Ademds, se ha hecho pogible atenuar, nor ejem~

iplo, el virus de enteritis infecciosa felina, introducien-—
gdo el virus en cultivos de fales cepas de células embrié—&
ﬁ1icas felinas. i
? Segin la presente invencién, en un primer aspec—
Eto, se proporciona una cepa de células, que comprende cé-
?.ulas que se derivan de embriones de felinos y que son ca-
Epaces de soportar virus pat'ogenos. En un segundo aspecto
gse proporciona un método para producir una cepa de células.
gsegﬁn se ha definido antes, donde el tejido apropiado de
zembrién de felino es disgregado, y luego se Lorma con €l
%un cultivo o subcultivo, por pasos en serie por un medio
ﬁutriﬁivoo
| Enun tercer aspecto, se proporciona un mé-todo
para cultiver un virus, donde un cultivo de la ceva de cé-
lulas segiin se ha definido antes es infectado con un virus
1l que es susceptible la cepa, y luego se oultiva la cena
ﬁn un medio nutritivoe. En un cumarto aspecto se proporcions
un material antfgeno que se obtiene de un virus cultivado
en aguella cepa de células, y una vacuna que presenta al
na terial antigeno en forma y dosis administrables.,
En un aspecto particular se proporciona una cepa
ptenuada del virus de la enteritis infecoiosa felina, por

326040
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‘un mé+todo que comprende introducir uma cepa virulenta del -

virus en cultivos de cepas de células embridnicas felinas,
como se ha definido antes, hasta que el virus pierde su

capacidad de infectar, pero conserva afn su capacidad

-inmunizadora. Las cepas asl obtenidas se pueden presenter

‘en forma de vacuna, para inmunizar a los gatos frente a

la enteritis infecciosa felina.

Es bien sabido que las cepas de células son sis-

temas de células que se derivan de células separadas de

‘organismos vivientes, y que son capaces de ser cultivadas

in vitro, en unmedio nutritivo, quedando en forma sustan-
cialmente diploide, sin que cambie la composicidén de cro-
mosomas. Para los fines de la presente invencidn se puede
usar cualquier medio conocido en la téenica que proporcio-
ne las condiciones fisicas y quimicas y la composicidn nu-
tritiva necesarias para cultivar o subeultivar, es decir,
mantener, el crecimiento individual y multiplicacidn de
estas células, Sin embargo se ha preferido usar el medio
basal de Bagle con glgo de suerc bovino, y particularmen-
te dicho medio con caldo de fosfato de triptosa y con dos
veces la cantidad usval de amongdcidos y vitaminas. EL pH
del medio sec mantiene entre 6,8 y 7,8, por ejemplo usando-
un agente tampdn. |

Las cepas de células segln la presente inven—
¢cidn proporcionan células huéspedes para virus en cultivo.
Eotas células estdn exentas de contaminacidn viral, y re-
presentan un grado de susceptibilidad viral sustancial-
mente constante. Se pueden tener disponibles en practica-
mente cualquier cantidad, independientemente de las fluc-

tuaciones estacionales que se experimentan con los culti-
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vos de tejido primario directamente obtenido de gatitos
jovenes,

El embridn de gato usado para los fines de la
presente invencidn puede tener preferiblemente un tamafio
de 1 a 4,5 cm. El embridn, o wna parte, se separa bajo
condiciones asévticas, y se disgrega mecdnicauente o con
una preparacidén de enzimasadecuada, en una solucidon salina
tamponizada. La suspensidn de células resultante se *trans
fiere luego a los recipientes qué contienen el medio av-
tritivo, y se cultiva en un intervalo de temveratura de
32 a 392C, preferiblemente de 35 a 37,58C. Pars facilitar
el subecultivo, es habitual tratar las hojas confluentes
de las células de la cepa con tripsina y un agente inocuo
de formacidn de quelato, antes de cada transferencia a un
medio nuevo.

Fl tejido de pulmén se puede separar convenien—
temente de un embridn de gato aproximadamente a las 5 a 7
semanas de gestacidn, bajo condiciones estériles, y dis-
gregar mecdnicamente, o con una preparacion de enzimas a=-
decuada, en una solucidn salina tamponada. La suspensidn
de célulaes resultante se transfiere luego a los recipien~
tes que contienen el medio nutritivo, y se cultiva en un
intervalo de temperaturas de 32 a 392C, preferiblemente
de 35 a 37,52C. Para facilitar el subcultivo, es habitual
tratar las hojas confluentes de las células de la cepa
con tripsina y un agente inocuo de formacidn de guelato,
antes de cada transferencia a un medio nuevo.

Se ha observado que las células de la cepa se m
multiplican a una veloecidad que representa la duplicacidn

de su numero cada de 2 a 3 dias. La cepa de células segin

356210
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la presente invencidn es capaz de soportar un cierto nxime-r
ro de virus al que es susceptible, en este respecto. Son

e jemplog de tales virus el virus de enteritis infeccicsa
felina, virus de rinotraqueitis felina, piconavirus felai-

no, y virus de herpes bovina.Entre los picornavirus se
incluyen aquellos virus felinos que tienen propiedades pa-"
recidas a las de los enterovirus, rinovirus, y también

otros virus de propiedades intermedias entre las de los *
enterovirus y rinovirus,.

Para infectar la cepa de células con el virus,
la cepa se puede mezclar con una suspensidn salina del
virus, la cepa por ejemplo obtenida del producto de exuda,
cidn de un animal infectado, o de otras fuentes. En el ca~
so del virus de enteritis infecciosa felina, se ha prefe-
rido usgr el bazo o intestino delgado de gatos, infectado
de enteritis infecciosa felina, e inocularlo en clutivos
de la cepa de células embridnicas felinas.

El virus produce usualmente en la cepa cambios
reconocibles, o degeneracion celular. Cuando el virus estd
presente en cantidad suficiente, se ensaya la potencia de
inmunizacion y la toxieidad del cultivo. Si es neéesario,
el virus es atenuado, o atenuedo mds, por pasos en serie
de las cepas de células proporcionadas por la presente in-
vencidn, o es desactivado usando agentes quimicos o fisicos
adecuados. Fl material antigeno asi obtenido se usa pra
producir anticuerpos, pars ibmunizacidn pasiva, ose usa
como vacuna administrdndolo a animales susceptibles de san-
gre caliente.

Los siguientes ejemplos ilustran a la invencidn.

3363140



Ejemplo I

Se separd tejido de pul-mém de dos embriones d
gato, aproximadamente a las 6 semanas de gestacidn, EL te-
jido se disgregd con una solucidn al 0,25% de tripsina

5 (Nutritional Biochemicals Co. 1/300) en una solucidn sali-
na tamponada con fosfato, descrita por Dulbecco y otros,
J. exp. Med., 1954, 99, 167. La suspensidn resultante se
plantd, en cantidad de 5 x 106 células, en una botella
médica plana de 112 ml, que contenia medio basal de Easle

10 (80 partes en vblumen) (vedse H. Bagle, Science, 1955,
122, 504) modificado para que contuviera dos veces la can-
tidad usugl de aminodcidos y vitaminas, caldo de fosfato
triptosa (10 partes en volumen) y suero bovino (10 partes
en volumen) ¥y suero bovino (10 partes en volumen), como

15 solucidn estéril.

Los cultivos en monocapa asi formados fueron
subcultivados haciendo pasar en serie el contenido de un
fosfato a frasco a 2 o 3 frascos, por término medio dos
veces por gemana. Para este fin, las células se volvieron

o® a suspender con una solucidén de adetato sddico al 0,05%
en una solucidn de tripsina al 0,1%, en el tipo anterior
de solucidn salina tamponads con fosfato.

Se observd que las células eran fibroblastos ti-
picos, y segitan siendo sustancislmente diploides hasta el

25 402 paso. Mo hubo transformacidn morfoldgica hasta el 10D°
paso, aunque cada vez fueron mis comunes las anomalias cro-
mosdmicas.

Unas partidas de células de hasta el nivel de
20 pasos de mantuvieron a =1902C en un medio de cultivo

30 afiadiendo sulféxido de dimetilo al 207, & ™ A 4
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En otro experimento similar se usé un medio que
contenis medio baesal de Eagle (90 partes en volumen) y
suero bovino (10 partes en volumen), pero las células

no crecieron tan rdpidamente.

Ejempio 2

Unos embriones (tamafio de aproximadamente 2,5
cl) se separaron de gatas prefiadas, y fueron cortados en
fragmentos finos, EL tejido se disgregd con uma solucidn
al 0,29 de tripsina (Nutritional Biochemicals Co. 1/300)
en una solucidn salina tamponada con fosfato. La suspen-
8ién resultente se sembrd en cantidad de 5 x 10° células,
en una botells medica plana de 112 ml, que contenia medio
basal de Eagle (80 partes en volumen) modificado para que
tuviera dos veces la cantidad usuel de aminodcidos y vite-
minas, caldo de fosfato de triptosa (10 partes en vdlumen
y suero bovino (10 partes en volumen), como solucidn esté-
ril.

Loscultivos en monocapa asi formados fueron sub-
cultivados haciendo pasar en serie el contenido de un fras-
co a 2 o 3 frascos, por término medio dos veces por semene
después una vez por semana. Para este f£in, las células se
volvieron a suspender con una solucidn de adetato sddico
al 0,005%, en una solucion al 0, 1% de tripsina, en el Tipo
anterior de solucidn salina tamponada con fosfato.

Se observd que las células eran fibroblastos
tipicos, y siguieron siendo sustancialmente diploides has-

ta el 482 paso.

Unas partidas de células de hasta el nivel de

20 pasos se mantuvieron a -1902C en un medio de cultivo,

36810
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Se efectuaron experimentos similares con embrio-
nes de gato de ‘bamafios que variaban entre aproximadamen-—
te 1 em y 4,5 cmy, con caddaveres de embridn, y con las gi-
guientes partes del embridn de gato: rifidn, corazén, mez-

’ . L. . .
cla de corazon y pulmén, piel, mésculo, intestino, amnics

"(placenta), lengua e higado. Con todos estos tejidos se

o btuvieron cepas de células savisfactorias.

Ejemplo 3 A

Se obtuvieron hojas confluentes de la cepa de
células y se trataron con adetato sddico, como se ha des-
crito en los ejemplos 1 o 2, y las células fueron introdu-
cidas en tubos de emsayo (150 x 50 mm) que contenian cubre-
objetos (n® 1, 22 x 10). Se afiadieron a cada tubo de ensa-
yo eproximadamente 2,0 x 109 células en 2 ml de medio, y
los tubos fueron incubados a 3&90, estando inclinados en
un éngulo de aproximadamente 102.

Se formd sobre los cubreobjetos unz hoja con-
fluente de células, de 24 a 48 horas después de plantar.
Bl medio contenia medio basal de Bagle modificado segin
se ha definido en el Bjemplo 1, suero bovino (10%), cals
do de fosfato de triptosa (10%), y una solucidén de carbo-
nato deido sédico al 4,4% (2,5%).

Se afiadid a las células presentes en los medios
anteriores una dilueidn apropiada (0,25 ml) del virus de
enteritis infeociosa felina, Loéitubos de ensayo fueron
incubados formando un dngulo de aproximadamente 102, a
una temperatura de 3690, '

El virus produjo cambios reconocibles en el ni-
cleo, cuando las células fueron tefiidas con he@atoxilina

" vy -
336810
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.Y eosina, Aproximadamente 18 horas después de la infeccidn

‘1los nicleos infectados (aproximadamente de 1 a 2% del to-

tal de los nidcleos) absorbieron mds hematoxilina que los

nlcleos no infectados. Esto fué seguido, en las 6 horas

siguientes, por aumento de los nucleolos, oscurecimiento

homogéneo de Tos otros contenidos nucleares desarroilo
2 s ¥ .

de una zona transparente alrededor del nucleolo o nucleo- .

los, si habia mds de uno presente, y otra zona transparen-~

te inmediatamente dentro de le membraba nuclear. Durante
las 24 horas siguientes, resultd que las células infecta-
das se encogian y tenian hasta un color casi negro, antes
de desprenderse finalmente del cubreobjetos. Aproximada-
mente de 5 a 10% de todos los nfcleos mostraron los ante~
riores cambios durante los dos primercs dias después de
la infeccidn.

Se efectuaron experimentos gimilares con todas
las otras cepas de células ontenidas segln el Gltimo parra-
fo del Ejemplo 1,. Bl virus fué cultivado satisfactoriamen-

te en todas estas nuevas cepas,

Ejemplo 4

Se prepararon hojas confluentes de cdélulas, ob-
tenidas de embriones enteros, en tubos de ensayo, como se
describe en el Bjemplo 2. Una muestra de un producto exuda-
do nasal u ocwlar de wn gato que padecie de rinotraqueitis
felina fué mezclada con la solucion salina tamponada con
fosfato (2,0 ml), menionada en el Ejemplo 1, que también
contenia 200 unidades de penicilina y 100 mg de estrepto-
ricina, por mililitro,

Bl medio nutritivo se separd de la monocapa de

336310
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de cepe de células, en cinco tubos independientes se
reemplazd por la mezcla de producto de exudacidn y tampdn,
y se incubd a 378V durante 2 horas. Luego fu'es separada
la mezcla de producto de exudaciln y tampdn, y las célilas
ge lavaron con solucidén tampdn estdril nueva. Los tubos
infectados que contenian el medio nutritivo nuevo (1,5 ml
por tubo) se incubaron luego a 379C en un medio nutritivo
nuevo (1,5 ml). |

Luego siguid el examen microscdpico diario de
los cultitos decontrol, preparados con solucidn salina
¢ st6ril en vez de la mezcla de producto de exudacidn y
tampon.

Durante los pocos dias siguientes, el aspecto
microscépico de las células de Los tubos de conirol conti-
nud normal. En los tubos infectados aparecieron areas de
células anormales dentro de las 48 horas. Estas arcas estaQ
ban distribufdas de forma discreta por toda la hoja de cé=-
lulas, y consistian en células redondeadas que mostraban
una refractividad avmentada. Las dreas de células afecta-
das estaban claramente demarcadas de las células de aspec-
t0 normal que las rodeaban, en las etapas primmas. A medi-
da que progreseba la infeccidn les dreas de células anorme~
les se hcieron mas grandes y mas numerosas, hasta que toda
la hoja de células estuwo implicada, a los 4 a 6 dias. Bn
las Gltimas etapas de la infeccidn, algunas células se
desprendieron delvidrio, dejandowespabios vacios en la ho-
ja de células. A simple vista, la hoja de células tomd un
aspecto "nebuloso". Diversos ensayos aplicados al fluido
y/o células de tubos infectados demostraron que el agente

responsable de estos cambios celulares fué un virus, y afn

. 336810
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virus de rinotraqueitis felina. Otros ensayos demostraron
:que los cultivos infectados estaban exentos de otros aicx
‘or ganismos, Bl virus podia ser transmitido en serie a cul-

‘tivos nuevos en tubo, de la mima cepa de células, en Los

que tuvieron lugar cambios celulares degenerativos simi-

lares. Los experimentos de dilucidn adecuados demostraron

ademds que habla tenido luger la multiplicacidn del virs.

Ejemplo 5 _

Se efectud otro experimento segin el método des-
crito en el Bjemplo 3, pero usando una cepa de células ob~
tenida del pulmdn embridnico. Se halld que este virus tam-
bién carece en tales cepas de células, y se consiguienron

resultados similares a los descritos en el Ejemplo 4.

Ejemplo 6

Se obtuvieron hojas confluentes de la cepa de
células, en tubos de ensayo, como se describe en el Ejem~
plo 1. Una muestra de producto de exudacidn nasal u ocular
de un gato que padecia de "gripe felina", proporcionando
asl una fuente de picornavirus felinos, se mezcld con la
solucidn salina tamponada con fosfato (2,0 ml), menciona-
da en el Bjexplo 1, que también contenia 200 unidades de
peniciling y 100 mg de estreptomicina, por mililitro. El
medio nutritivo se retird de la monocapa de cepa de células,
y fué reemplazado por la mezcla de producto de exudacién
y tampdn, y se incubd a 3790 durante 2 horas. Luego se se-
pard la mezcla de producto de exudacién y tampdn, y las
células se lavaron con solucién'tgmpén estéril nueva. ILa

cepa, de células infectadas fué incubada luego a 379C en

336810
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un medio nutritivo nuevo (1,5 ml),

Luego signid examen microscdpico diario del cul-
tivo infectado, y de un cultivo de control, preparadc con
gsolucidn salina estéril en vez de la mezcla de producto
de exudacidn y tampdn. Se halld que la degencracién celu~ -
lar (efecto citopatico) que aparecid al cabo de 2 a 7 dias
de incubacidn, no fué distinta de la producida por picor-
navirus humanos, por ejemplo elvirus de la poliomielitis.-
El virus se pudo transferir por pasos en serie en cultivos
de la cepa de células, ¥ los experimentos adecuados de di-
lucidn mostraron que habia tenido lugar la multiplicacidn
del virus en la cepa de células., Nuevos ensayos demostra~
ron que los cultivos asi obtenidos por pasos en serie,

e staban exentos de conmtaminacidn con otros microorganis-

mos.

Ejemplo 7

El virus de enteritis infecciosa felina fué recu-
perado de tanto el bazo como el intestino delgado, ‘toma-
do 8 de gatos infectados a la altura de la enfermedad, e
inoculado en cultivos de una cepa de células de pulmon
embridnico felino. Para ensayar los cambios intranucleg-
res, los cultivos fueron tefiidos con hematoxilina y eosi-
na . Cuando los cambios fueron claramente evideﬁtes (dge 3
a 5 dias después de la infeccidn de los cultivos) los
cultivos infectados fueron almacenados en estado congela-
do, a ~30%2C,

El virus almacenado en eatado congelado a -~302C
fué descongelado despu'es, e introducido en cultivos no in-
fectados de cepas de células embridnicas felinas. Bn el

momento apropiado, desterminado por la presencia de cam=

5-3TRA 4N
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-

bios intranucleares, los cultivos infectados de cepas de
celilas se volvieron a almacenar en estado conselado, a
-308C, hasta el paso siguiente.

Cuando se introdujo el virug en cepas de célu~

las embridnicas felinas, fué habituel afiadir el virus simul-

téneamente con las células y medios de cultivo, al reci-

piente de cultivo. E1 cultivo de cepas de células embride

nicas que contenfen el indeulo de virus se incubé a 372C.

La cepa de virusg, para la que se reivindica la

atenuacidn en gatos, se hizo pasar en serie, como se ha des-

erito antes, ocho veceé en cepas de células de pulmén em-
bridnico felino, y luego cinco veces en cepas obtenidas de
todo el embrién felino. Una parte alicuota se hizo pasar
dos veces mds en cepas obtenidas de todo el embrién feli-
no. Sin embargo, otra muestra se hizo pasar una vez en una
cepa de células de todo el embrion felino, seguido por dos
o tres pasos en cepas de células de pulmén embridnico feli-
no.

El octavo paso de la cepa atenuada de virus de
enteritis infecciose felina fué ensayado, para determinar
su inocuidad, en dos gatitos de 5 meses de edad. Se inyec~
t6 subcutdneamente a cada gatito 1,0 ml de fluido y célu-
las de cultivo de tejido infectado de virus, lo que era
equivalente a 200 dosis infecclosas de ocultivo de tejido.
Ninguno de los gatitos mostrd enfermedad clinica slguna,
aungue el recuento total de leucocitos circulantes dismi-
nuydé desde el tercero al noveto dia. Se obtuvieron a dia-
rio de los gatitos muestras de secreciones rectales, desde
el segundo al noveno dia después de la inoculacidn. Los

cultivos de tejido inoculados con estas muestras no mostra-

336810



ron ninguna evidencia de virus,

BEn el 212 dia, estos dos gatitos, junto con
otros dos gatitos de control, no inoculado, de edad simi~
lar, fueron estimulados por via oral con 1,0 ml de una Sus~

5 pensién al 10% de higado y bazo en caldo de suero de cdba-
1lo al 10%. El higado y bazo se obtuvieron de wn caso fa-
tal tipico de enteritis infecciosa felina. Los gatos ino-
culados continuaron clinicamente normales durante todo el
periodo de estimulo. Sin embargo, los gatos no inoculados

10 de control quedaron piréxicos al 5¢ dia después del esti-
mulo, perdieron estado fisiolBgico, estaban ldnguidos y '

significativamente leucopénicos.

Recuento de leucocitos, media gseométrica (x 103)

15 Dias - 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Después de
inocular 8,8 11,2 9,7 6,8 4,5 6,0 6,1 5,8 6,7 10,1

Desgués del
egtinulo:
gatitos ino
culados 79,3 10,1 10,7 9,3 8,2 8,4 12,3 8,4 12,1 =

20
gatitos no
inoculados 10, 6 11,7 4, 9 6, 6 4, 6 3y 8 4,3 5,3 61 5 =
Los gatitos fueron sangrados antes de.la inocula~
cidn y antes y después del estimulo, y se examind el suero,
25 para determinar la presencia de anticuerpos neutralizadores.

. 336810
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Meptis
w 1!5:5‘33

Anticuerpos neutralizadores del suero

Gatito n® Pre-inoculacidén Pre-estimulo Post—estimulo

—

Inocula-
dos:s x
233 £ 2 640 640
234 £ 2 640 2560
No inocu
lados:
23% NBXX 2 640
236 NE 2 640

x Reciproco de la dilucidn del suero
xx No ensayado

El 15% paso de esta cepa atenuada de virus de
enteritis infecciosa felina fué ensayado, en gatitos, para
determinar su inocuidad y caracter antigeno, y la capaci-
dad de infeccidn de gatitos no inoculados, por contacto.

Bl virus fud cultivado en la cepa de células embridnicas
felinas, y unos gatitos fueron inoculados subcuténeamente'
con 1,0 ml de vacuna. EL experimento se efectué en dos
partes, A y B.

A. Primero se vacund un gatito de 4 meses de edad
con 1,6 x 105 dosis infecciosas de virus de cultivo deteji-
do. Bl gatito continud sano, y no hubo evidencia de leuco-
penia ni pirexia, y no se recuperd ningin virus de las he-
ces'feeales durante los quince primeros dias del experimen-
to. Se mantuvieron en contacto con los gatitos vacunados
dos gatitos dd 4 meses de edad y cuatro gatitos de 3 meses
de edad., Ninguno de estos gatitos mostrd ningin signo de
nala salud, leucopenia ni pirexia.

B, En la segunda parte del experimento, 6 gatos
de 6 a 7 mesges de edad fueron vacurados con 1,6 X 103 dogis

infecciosas de virus de cultivo de tejido. Estos gatos

- 336810
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también continuaron sanos.

Los animales usados en los experimentos anterio-
req.fuaron sangrados inmediatamente %ntes de ser vacunadosl
¥y 3 semanas mas tarde, Se examinaron los sueros para deter-

minar anticuerpos neutralizadores.

Anticuerpos neutralizadores de suero

Gato ne Antes de la 3 semanas después
vacunacion de la vacumacion

A. Inoculado
238 £10 1,000

No inoculados
en contacto

237 {10 5
239 210 <5
240 <10 &
241 <10 <5
243 <10 <5
244 A0 <5
B. Inoeulado
223 5 100
224 25 1, 000
225 5 1,000
228 <5 1,000
229 <5 1, 000
230 <5 10, 000

En otro experimento, tres gatitos de 3 meses de
edad fueron vacunados subcutaneemente con 1,0 ml de virus
al nivel del 182 paso, y propagedos en una cepa de célu-
las de pulmén embridnico felino. Esta cantidad de virus
equivale a 1,6 x 105 dogls infecciosas de cultivo de teji-
do. Estos gatitos, junto con dos gatitos mo inoculados, en
contacto, de la misma edad, continuaron sanosy no mostra-
ron evidencia de leucopenia ni pirexia.

Se obtuvieron muestras de suero de los gatitos
vacunados, inmediatamenﬁg antes de la inoculacidn, y 11 ¥
22 dias més tarde. Los gatitos no inoculados, en contacto,

37804
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warm %
a2

Ffueron sangrados al mismo tiempo. Se examinaron todos los

‘sueros, para determinar los anticuerpos neutralizadores.

Pre-vacunacién Post-vacunacidn

(dias)
11 22
Gatitos vacunados
' 247 <10 100 ¥10,000
250 40 10,000 >10, 000
252 J0 510,000 G, 000
Gatitos no inocu~
lados, en contac-
to
251 <10 10 <10
254 <0 10 <190

Se ha llegado a la conclusidn de que esta cepa
de virus de enteritiris infecciosa felina (panleucoparia)l
cultivada y hecha pasar por cepas de células embridnicas
felinas, es antigens, estimula en los gatos la produccidn
de anticuerpos neutralizadores homélogos, ¥ no se propagar
desde gatos vacunados a gatos susceptibles en contacto.

Unasg botellas Roux, cada una de las cusles con-
tenian de 12 & 15 x 10° células en 100 ml de mdio de cul-
tivo, como se describe en el Ejemplo 7, fueron incubadas
a 372C durante 24 horas. Bés hojas de células confluentes
selavaron una vez con solucidn salina tamponade con fos-
fato, precalentada a 379C, y feron inoculadas con 10 ml
de una suspensibn no dilufda de virus de enteritis infec-
ciosa felina, que se obtuvo de la etapa de 152 a 182 paso
de cultlivo de tejidos, descrita en el Ejemplo 7, ¥y repre-
sentadaba 1,6 x 106 dogls infecciosasg de cultivo de teji-
do del viruse.

Se afiadieron al cultivo 10 ml del medio S.M. 199

(veése-Morgan y otros, Proc. Soc. Exp. Biol. Ied., 1950,

—

e 336340

pége 73, pdg. 6), que contenfan también 0,5 ml de una so-
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lucibn al 4,5% de carbonato deido sddico, con las cantida=
deg usuales de penicilina y estreptomicina, y la mezcla
se incubd a 379C durente 72 horas.

Despuds el cultivo se congeld y descongeld rd-
pidamente tres veces, y se usd y ensayé como se describe
en el Ejemsplo 7. Se obtuvieron resultados satisfactcios.‘

Cuando fud necesario, la preparacidn congelada
y descongelada se volvid a congelar y se almacend a
-652C,

’ Esta solicitud que corresponde a la presenteda
en Gran Bretafia, el 18 de febrero de 1.966, ne 7258/55 y
8 de septiembre de 1.966, n? 40.225/66 prov., se acoge a
los beneficios del articulo 51 del vigente Bstatuto sobre

Propiedad Industrial.

N oT 4

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta patente de Inven-
cidn en Espafia 'por VEINTE afios son los siguientes:

10~ Un método para producir una cepa de células
que comprende células derivadas de embriones dé felinos,
¥y que son capaces de soporiar virus patdzenos, donde el
tejido apropiado de embridn de felino es disgregado y
luego cultivado o subcultivado, por pasosen serie en un
medio nutritivo.

2.~ Un método para producir una cepa de células
en el cusl las células se derivan del pulmdén de embriones

336810
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‘de felinose

3¢~ Un método para producir una cepa de células.
en el cual las células se derivan del rifidn, corazdn, piel,

mésculo, amnios (placenta), lengua, higado e intestinos

.del embridn, o de todo el embridn o cadaver de embridn.

4.~ Un método para cultivar un virus donde en
un cultivo de la cepa de células, obtenida por el métndo
decualquiera de las reivindicaciones precedentes, se in- Z
yecta wn virus al que es susceptible la cepa, y luego se s
cultiva la cepa en un medio nutritivos.

5.- Un método seglin cualquiera de las reivindi-.
caciones precedentes, en el cual el medio nutritivo contie-
ne medio basal de Eagle y suero bovino, y tiene wn pH de
aproximadamente 6,8 a 7,80

6o~ Un método segin la reivindicaecidn 5, en el
cual el medio contiene también caldo de fosgato de trip-
tosa, con dos veces la cantidad usual de aminodcidos y
vitaminas.

T+~ Un método para cultivar un virus, segin cual-
quiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el cual el virus
de enteritis infecciosa felina.

8.~ Un método para cultivar wn virus, segin cual-
quierg de las reivindicaciones 4 a 6, donde el virus es
un virus de rinotraqueitis felinas

9.~ Un método para cultivar un virus, segin
cualguiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el cual el
virus es wun pioornaﬁirus felino.

10 .~ Un método para producir wna cepa atenuada
de virus de enteritis infecclosa feliha, que comprende

introducir una cepa virulenta del virus en cultivos de

. 336810
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cepas de células embridnicas felinas, producidas por el
método de las reivindicaciones 1 a 6, hasta que el virus
ge pierde su poder de infeccidn, pero conserva alm su ca~
pacidad de inmunizacidn.

11— Un método para producir una cepa de célu-
lase.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y representado en el dibujo que se acompafia pars
los fines que se han espécificado.

Bsta Memoria conste de veintiuna hoja escrita a
ndquina por una Ge sus caras.

Madrid,
P.A.

5 MAV! 196

Alber{of g
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