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Esta invencidn se refiere a la preparacidén de un
producto contra el cdlera del cerdo. Mds particularmente,
ge refiere a un procedimiento para preparar una vacuna des
activada del célerse porcino y su empleo pars la inmunize-
cién de cerdos contra el cdlera porcino.

El célera poreino, conocido también como fiebre
del cerdo, es una enfermedad grave, muy contagiosa, del
cerdo causade por un virus filtrable., Usualmente sigue un
curso grave con un 90 a 100% de mortalidad y puede hacerse
erdénica., EL uso de un antisuero del e¢élera porcino fué el
primer método wtilizado para proteger a los cerdos contra
este enfermedad. Este fué seguido por otro método gue con
sistia en una vacunacidn simulténes con suero y virus ac—
tivo, Como el primer método sélo proporcionsba proteccidn
a corto plazo y el segundo no podia inmunizer adecuadamen~
te o los animgles en estado deficiente de salud, fué des-
arrollado el método de usar vacunas muertas o desactiva-
das. Ejemplos de éste ultimo tipo son la vacuna de violeta
de metilo, en la que el virus es mgtado empleando violeta
de metilo y calor, y la vacuna Boynton, en la que el virus
se mata por medio de euceliptol y calor.

La presente invencidn se refiere a un procedi-
miento para preparar una vacuna desac%ﬁvada perfeccionada
del c¢blera porcino, en el que se incorporan dos recientes
innovaciones de procediniento. ILa primera se refiere a la
operacidn de cultivo o desarrollo, y la segunda a la oOpe-
racidn de desactivacidn., Con respecto a la primera, el
procedimiento general para obtener "sangre infectads con
cdlera porcino" o, mas apropiadamente, virus gsetivo de cd-

lera porcino, consiste en cultivar tejidos del cerdo que
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han sido inoculados con virus vivo de célera porcino. Di-
chos tejidos se limitaban generalmente a la sangre y al
bazo, Ademds, la operacidn de cultivo se hacia entera-
mente in vivo,

Ia primera innovacidn de la invencidn que se ex-
pone en la presente Memoria hace posible una operacion de
cultivo que conduce a un virus de slta concentracidn que
eatd desprovisto de microorganismos contaminantes, es de
potencis medible y de potencia ajustable. Ia razén por
la que permite conseguir un producto mds predecible reside
en el hecho de que la operacidn de desarrollo o cultivo se
lleva a ogbo in yitro en cultivos de varios tejidos del
cerdo. Es particulsrmente efectivo el tejido de los testi
culos del cerdo. Con este procedimiento de desarrollo del
virus, es posible propagar y valorar virus en condiciones
definidas, asegurando as{ la masa antigénica adecuada y
especifice requerida pars preparer uns vacune contra el cé-
leta porcino pura y potente. Esto contrasta con la pro-
duccién de virus in vivo, en la que no se controls fdcil-
mente la cantidad y calidad del virus obtenido con fines de
preparar ung vacuns.

La gegunda innovacidn, de naturaleza secundaria,
se refiere a la operacidén de desactivacidn. Aunque de im-
portancia equivalente en comparacidén con la nueva opera-
cién de cultive descrita énteriormente, es secundaria por-
que su velor se deriva de la operacidn primaria de cultivo.
Es decir, la operacién de desactivacién es, aunque indepen-—
diente, una consecuencia de la operacidén de cultivo., En
relacién con el procedimiento de desactivacidn, se ha com-

probado que son efectivos varios agentes desactivadores,



que incluyen el azul de toluidina con irradiacién, la
hidroxileming y el dxido de etileno. El que es méds par~
ticularmente preferido pare desactivar virus es el azul
de toluidina, del que se ha comprobado que es notablemen-:
5 te efectivo. Aunque se sagbe gque algunos virus son foto-
sensibles, ésto constituyé un nuevo descubrimiento con
respecto al virus del cdlera porcino cuando #é utilizado
azul de toluldina. Este descubrimiento estd en contrapo-
sicién directa con el efecto del violeta de metilo sobre
10 este virus, En los estudios de la firma solicitante, el
violeta de metilo ha mostrado ser totalmente ineficaz papr
ra desactivar este virus, Asi, la vacuna desactivada pré
pereda por el método del violeta de metilo era desactivadé
en reslidad por el procedimiento de almacenamiento gl calor,
15 mds bien que por un producto quimico desactivador especi-
fico, Al contrario que el violeta de metilo, el azul de '
toluidina desactiva rdpidamente logFirus de cdlera porci-
no sin calor. Ademds, el empleo de azul de toluidina es
nuevo porque el colorante se combina especificamente con
20 ol componente infeccioso del virus (el. dcido nucleico)
haciéndolo no infeccioso. Esto se consigue sin alteracién
de la caps exterior antigénica proteinica del virus. Teé-
ricamente, este permite que el antigeno del virus desacti-
vado estimule anticuerpos que son idénticos a los enti-
25 cuerpos estimﬁlados por el virus natural, dendo asi una
proteccidn més perfeotao'
Cuando se utilizaemul de toluidina, el procedi-
miento de desactivacidn se completa con una operacidn de
irrgdiacién. Ia operacidn de irradiacién consiste en 1i-

30 neas genersles en hacer pasar el fliido del virus g través
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de un tubo de vidrio de 76'2 cm, de largo y 1'3 cm. de
didmetro, a una velocidad de un litro por minuto, mientras
es irradiado simultdneamente por cuatre lémparas de altae
intensidad, de 400 vatios, colocadas uniformemente a lo
largo del tubo a una altura de 35'6 cm. Naturalmente, sir
ve cuglquler dispositivo de irradiacidn, y el método ante
rior es sblamente una indicacién de un procedimiento expe-
rimental satisfactorio.

Es posible, aunque menos preferido, utilizar

otros agentes desactivadores, por ejemplo hidroxilamina u

6xido de etileno, Cuando se utilize hidroxilamina, el vi-

rus del cdlera porcino se combina con una cantidad de hi-
droxilamina suficiente para dar una concentracidn final de
0'5 M con reespecto a dicho virus., Con respecto gl éxido
de etileno, se prefiere una concentracidn final de virus
de 1%.

Hasta hace poco tiempo, el medio mds deseable de
vacunar cerdos para protegerlos contra el cdlera era la ad
ministracién de virus vivo atenuado, No obstente, existe
actualmente una intensa creencia de que es preferible una

vacuna desactivada o mnerta, dados los recientes descubri-

mientos de que las vacunas vivas gtenuadas pueden volver

de nuevo con el tiempo a sus formas virulenbtas, Por tan-
t0, con la patente necesidad de una vacuna desactivada
efectiva, la presente invencidn describe un producto que
es tan efectivo como cualquier vacuna desactivada ante-
rior,

» Por consiguiente, la presente invencidn expone
un procedimiento para preparar una vacuna desactivada con-

tra el cblera poreino, que comprende desarrollar un virus

-5- 342709
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de vacuns infectando un ocultivo de tejido de cerdo de una
gola capa con virusg activo de cdlera porcino, a un pH de
aproximadamente 7'2 a aproximadamente 7'6 haste que ha te-.
nido lugar una repeticidn sustancial del virus, enfriar

dicho virus de vacuna resultante hasta el estado de conge-

lacidn, ¥ despuds oglentar dicho virus de vacuna y recupe-

rar el virus virulento o active; desactivar dicho virus
activo; ¥y recoger o recolectar el producto de vacuna des¥
activados

La realizacidn preferida del procedimiento ante~
rior congta de las sigulentes condicilones:

a) El empleo de tejido de los tésbticulos del cer-
do.

b) Una operacidn de desactivacibén que consiste
en combinar el virus activo con azul de toluidina acuoso,
en la que dicho azul de toluidina es afindido en una canti-
dad que da una concentracién final de 2 microgramos de azul
de toluidina por ml., de virus, y una irradiacidén subsiguien
e, .

¢) Una operacidén de recogida o cosecha, gue con-
siste en precipitar la vacuna a partir de una mezcla gue
comprende virus desactivado y 6xido de aluminio hidratado,
y subsiguientemente reconstruir el precipitado en disolu-
cién de cloruro de sodio temponada con fosfato,

El producto de vacuna desactivada obtenido por
el procedimiento de la presente invencién se administra a
los cerdos o puercos por via parenteral, es decir, o bien -
intramuscularmente o subcutaneamente. Los valores de dom
sificacidn pueden variar entre aproximasdsmente 1 y 8 ml,

de producto de vacuna; sin embargo, se prefiere adminis-

o- 342708
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trar una segunda dosis para conferir inmnidad a largo
plaso. Cuando la vacuna, preparada por el procedimiento
expuesto en la Memoria, se administra subecutaneamente a
los cerdos, se confiere inmunidad a dichos cerdos, de modo
que son capaces de resistir el ataque de virus de célers
poreino activos.

Log ejemplos siguientes se dan como ilustracidn,y
no han de ser considerados como limitativos de la inven-

cién, cuyo aleance es definido por las reivindicaciones ane
Xas.
BEJEMPLO T

A Operacidn de cultivo: De cerdos sanos de edad

comprendida entre las 4 y 16 semanas o mds, se quitan los
testiculos, y son desmenuzados asépticamente, y tratados
con tripsine para reducir la masa del tejido a una suspen—
gién de células, ILas células se ponen después en suspen—
gién de nuevo a uns concentracién de 300,000 a 800,000 cé-
lulas por ml. en un medio nutriente que contiene 107 de
suerc bovino u otro suero adecuado. Después de un perfodo

de desarrollo de 48 horas a 379C, el medio de desarrollo

“eg decantado, y las células son infectadas con virus acti-

vo de cdlera porcino, Los cultivos son incubados despuds
a 372C durante cuatro o cinco dfas (el pH de T7'2 es cons-
tante g 1o largo de todo el experimento), Despuds de este
periodo, los cultivos de tejidos son congelados a =-208C.

Al dfa siguiente, despuds de descongelados, se recuperan

‘los fldidos del virus recogiéndolos a travds de un filtro

"de nylon para separar 1los restos del tejidos
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B. Operacién de desactivacidn: EL virus activo an~
terior es combinado con azul de toluidina acuoso en la pro
porcién de 1 ml. de azul de Holuidina por cada 99 ml, de .
virus, lo que da como resultado una concentracién final de
2 mierogramos de azul de toluiding por ml. de virus., Ia
operacidén de desactivacidn se completa haciendo pasar el

fdido del virus a través de un tubo de vidrio de 76'2 cm,

de largo y 1'3 cm. de didmetro a la velocidad de un litro

por mimto, irradiando simulténeamente con 4 limparas de
alta intensidad, de 400 vatios, distribuidas uniformemente

a lo largo del tubo a una altura de 35'6 cm,

C. Recogida(cosecha): El virus desactivado obteni-

do anteriormente es adsorbido sobre 6xido de aluminio hidra
tado combinando el fldido de virus desactivado con dicha
sustancia auxiliar de dxido de aluminio en proporecidn que
da una concentrecién final de 12 mg. de 6xido de aluminio
hidratado por ml, de virus lfgquido. El precipitado es re-
cogido después, y reconstrufdo en disolucidn de cloruro
sédico tamponads con fosfato, hasta 1/2 del volumen origi-
nal de virus., .-

EJEMPLO IT

Se repite el procedimiento del Ejemplo I, utili-
zando los siguientes cultivos de tejido de cerdo en lugar
del cultivo de tejido de los testiculos de cerdo, con re-
sultados comparables:

tejido renal del cerdo

tejido de ovarios de cerdo

.. 342709
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Un grupo de 14 cerdos, cada uno de losg cuales
pesgba entre 2% ¥ 45 kg. son vacunados por via subcuténea
con una dosis de 3 ml. de vacuna desactivada de célera
porcino, preparads por el procedimiento del Ejemplo I,
Despuds de 21 dias (despuds de la vacunacidén) los anima-
les son inoculados, por administracién parenteral, con 2
ml. de virus activo de cdlera porcino., Despuéds se obger-
ve cualquier sintoms de cblera porcino en los snimgles du-
rante un perfodo de 14 dfias después de la inoculacién.
Ninguno de los 14 animales ensayados mostrd ningdn sinto-
ma de cdlera porcino, y todos sobrevivieron, Por el con-
trario, de 14 animales de control que s6lo recibieron el
virus de inoculacidn activo, murieron todos con sintomas

de odlera porcino en el perfodo de 14 dias.

Los puntos de invencién propia y nueva, que se

presentan a continuacidn para que sean objeto de egta so-
"licitud de Patente de Invencién en Espafia, por VEINTE

. aflog, son los giguientes:

1e= Un procedimiento para preparar una vacuns

desactivada de cdlera porcino, caracterizado por desarro-

7342709
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llar un virus de vacuna infectando un cultivo de tejido
de cerdo de una adle capa'con virug activo de cdlera por-A
cino, a un pH de sproximadamente 7'2 & aproximademente 7'6,
hasta que ha tenido lugar una repeticidn sustancial del |
virus, enfriar dicho virus de vacuna resultante hasgta el
estado de congelacidn, y despuds calentar dicho virus de
vacuna y recuperaer el virus activo; desactivar dicho vi—f
rus activo; ¥y recoger el producto de vacuna desactivadd&f

2.- Un procedimiento segin la reivindicaciébn 1,
caracterizado por el hecho de que dicho cultivo de tejido
de cerdo es un cultivo de tejido de testiculos de cerdo.

3o= Un procedimiento segdn las reivindicaciones
1 & 2, caracterizado por el hecho de que la operacidn de
desactivacidn consiste en mezcler dicho virus activo con
azul de toluidina acuoso, afiadiéndose dicho azul de $olui-
dina en una proporeidn que da una concentracidén finel de 2
microgramos de azul de toluidins por ml, de virus, e irre-
diar le mezcla resultaente.

4.= Un procedimiento segin les reivindicaciones
1, 2 & 3, caracterizado por el hecho de que dicha recogi-
da o coseoﬁa de producto de vacuna desactivedo consiste en
precipiter le vacuna a partir de una mezcla que comprende
virus desactivedo y dxido de aluminio hidratado, y subsi-
guientemente reconstruir el precipitado en disolucidn de
cloruro de sodio temponeda con f osfato,

5o~ Un procedimiento pars preparar ung vacung
desactivada de cdlera porcino,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante
cede ¥y con los fines que se han especificado’,

342709
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