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El presente invento se refiere  a un nuevo procedi­
miento da. fabricación da l a  vacuna contra la  fiebre aito 
sa que permite obtener, en condiciones industriales, un 
rendimiento de producción mayor, a s í como una vacuna que 
presenta una. mayor actividad biológica.

Se sabe que e l procedimiento actualmente utilizado 
para preparar l a  vacuna contra l a  fiebre aftosa consiste :j en cultivar en un medio de cultivo apropiado una cepa de ¡í ^! virus de fiebre aftosa sobre epitelios linguales de bo- j¡ }! vinos, y luego, a l fina l del cultivo, en rea lizar, des- ¡

- ' i¡ pués de la  molienda, un extracto líquido de los apite- í 
i lío s , lo que permite obtener una suspensión de virus que ¡
j es luego inactivada para, rea lizar l a  vacuna. *- - ¡! El presente invento tiene por objeto un nuevo pro- '
! cedimiento de fabricación de la  vacuna contra la  fiebre i
: aftosa, estando caracterizado esencialmente este procedí-!
. miento por e l hecho da que se colocan los epitelios lin -  -) ;: .nales en el medio da cultivo, se procede a  l a  siembra -
' del cultivo con e l virus elegido, después de haber deja- ;
= do transcurrir un cierto tiempo de cultivo se procede a

una.primera recolección recogiendo e l medio de cultivo
! que contiene el virus, luego se vuelven a poner los api- : i :; te lio s linguales infectados en contacto con un nuevo me- :Í: dio de cultivo, y después de un segundo tiempo de c u lti-  !
- vo, se procede a una segunda recolección de virus reco-  ̂
¡ giendo e l liquiao del segundo medio de cultivo líquido.

Así, l a  carac terística  del procedimiento según el 
; invento es u tiliz a r  un solo preparado de ep itelio  H ngual - 
para realizar varios cultivos sucesivos con ayuda de me- ; 
dios diferentes qjue son recogidos y a p a rtir  de los cuales
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la  vacuna es realizada por una inactivación convencio­
nal.

Aunque en un nodo de rea lizad  6n preferido del 
invento se realizan dos cultivos sucesivos con ayuda de 
un mismo preparado de epitelio  lingual, se -n-ede ipual- imente, sin s a lir  del marco del invento, realizar mas ¡
cultivos sucesivos. ¡

Conforme al invento, es igualmente posible proce- ! 
I der a la  extracción de los virus que se encuentran. en ' 
} e l preparado de epitelios linguales al fina l del c u lti-  ¡ 
i vo, pero asta extracción a p a rtir  ¿a los epitelios no e s ;
' una fase obligatoria del procedimiento serán el invento, !i j; encontrándose la  ^arte mas interesante de los virus re- ' 
j cogidos en los medios de cultivo liquido y no en el _ re - 
¡ paras.o de epitelios linguales.

Conforme a l invento, se puede u tiliz a r  como medio 
i de cultivo un medio clásico ta l  como el que es conocidot! con el nombre de medio de Frankel.

Los tiempos durante los cuales se efectúan los cul; 
í tivos sucesivos son función da las cepas de virus u t i l i -  
! zadas.
¡ De una manera general, se obtienen buenos resulta­

dos cuando el primer cultivo se efectúa durante un tiem- 
! po que puede variar entre aproximadamente 15 a 20 horas, : 

mientras que e l segundo cultivo se efectúa durante un!
' tiempo de aproximadamente 3 a 12 horas.
! En cada, caso particular, la  duración óptima de los}} tiempos de cultivo puede ser determinada por e l examen 
¡ de la  actividad de la  vacuna obtenida.

4-;

Con el f in  de hacer comprender mejor e l invento,
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se describirán adora a ti tu lo  de ilustración  y sin nin­
gún carácter lim itativo varios modos de puesta en prác­
tica  descritos a continuación.

3e toman epitelios linguales en lenguas de bovinos 
sacrificados desde hace menos de una hora, que se lavan 
con agua.y luego con alcohol, y que se irradian  oon ayu­
da de rayos ultravio letas.

3a cortan luego los epitelios con ayuda.de una má­
quina análoga a una máquina de cortar el jamón.

Los trozos de epitelios asi obtenidos son colocadosi! en un liquido de supervivencia con adición de an tib ió ti-  
: eos y son mantenidos a una. temperatura.próxima a 4^0.í 1. Pueden ser conservados asi como máximo 48 horas y, de!!< preferencia, menos de 24 horas.
! 11 cultivo del virus se efectúa colocando los epi-
í te lio s  linguales en e l medio de cultivo a. razón de 6 epi- 
! te lio s  linguales por litgo  de cultivo.
! El cultivo es sometido a una oxigenación continua,
j Se efectúa a.una temperatura constante de 37RC.
¡ Esta temperatura es mantenida con ayuda de una circula- 
i ción de agua en la  doble envolvente del recipiente de 
! acero inoxidable en el cual se efectúa e l cultivo o con 
! ayuda de cualquier otro dispositivo de regulación de tem 
¡ peratura.
¡ En el modo de puesta.en práctica descrito, se u ti­

liz a  un medio de cultivo que corresponde a un medio clá- 
; sico de Frenkel y cuya composición es la .sigu ien te:i
j EEPTONA 3,000 g

OISIEIKA CLORHIDRICA 0,096 g

t
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HEHNA 0,036 mg
INSULINA 0,9 U.I.
TIRuiaiíA 0,09 mg
GLUCOSA 1,000 g

5 GLUTATHION 0,01 g
Na 01 7,2 g
K C1 0,018 g
Oa Cl^ 0,18 g

¡ KgCl ,̂6H^0 0,09 g
10 Na 11̂  10̂ ,21-1̂ 0 0,076 g

¡ Na.HP0,,ai,0 0,524 g
¡ H a H COj 1 g
! Na OH (H) , 1,25 mi
) NIACIKA , 0,00 1 g

15 ' USINA 0,200 g
ARGIHINA 0,041 g
N.ETIONINA 0,200 g
LEUCINA ' 0,130 g

} ACIDO PANTOTENICO 0,250 mg
20 FDNILALANINA 0,025 g

} TREONINA 0,0425 g
í TRIPTOFANO 0,05 g
i HISTIDINA 0,0305 g
! A G U A C .3 .P . 1000 mi
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i Veása a este respecto Dubouclard, Roumiantzeff,
¡ Fontaine y Hachov/ialc, Bull. So o. Sci. Vet. Lyon, 1966,66 ;
i (3), P .243-53. !
I Se siembra el cultivo con ayuda del virus "C Vosges*!
! a razón 10^° DBCP 50 para 30 lenguas. ¡

Se recuerda que se designa con el téimino de DSCP 'tt!-  5 -  ;
¡
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50 la  dósis de virus que. provoca, un efecto citopatógeno 
en 5C;t de los casos sobre un ntl de cultivo monocelular 
de células de riñón de cerdo.

Se lleva el medio de cultivo a la  temperatura de ¡37aC y se realisa el primer cultivo durante un periodo 
de 15 horas.

Se vacia luego la  cuba del primer liquido de cul- 'j j:I tivo dejando en su s itio  los epitelios infectados, luego j¡ i: se reintroduce en la  cuba la  misma cantidad del mismo me-:i ! ̂ dio de cultivo previamente llevado a 3?2C y se efectúa. ¡
i e l segundo cultivo durante 4 horas. j¡ *í El cultivo es enfriado luego y e l segundo liquido !
¡ t -¡ de cultivo es recogido. '
- Las características de los medios líquidos tomados !
' son las siguientes:

Liquido tomado al f in a l del primer cultivo:
Fijación del complemento: 1/4 i
Concentración infecciosa: 10*^4 pDOP 50/nl !
DVC 50 = 0,20 mi.
Liquido tomado a l fin a l del segando cultivo: 
Fijación del complemento :l/2
Concentración infecciosa.superior o igual a i
10^^ DECP 50/ml ¡
DVC 50 = 0,11 mi.
Mezcla obtenida.por la  reunión de los dos líqui&s 
Fijación del complemento: 1/4 
Concentración infecciosa superior o igual a  
iO^'l DEOP 50/ mi 
DVC 50 = 0,08 mi.

lo r  DVC 50 se entiende la  dósis vacunante sobre ;

5^12-67 6 *—



50% de cobayas (véase ihRoumiantzeff, J.Fontaina, C .Stall 
mam! y C.^ackowial: -  Dxt. Rev. I.led. Vet., agosto-septiem 
bre de 1965, U6; p. 597-607).

La fijación  del complemento se expresa por la  di­
lución limite que dá una.fijación completa del comple­
mente por el método semicuantitativo de Kolmer (estudio 
serológico de los tipos y variantes del virus aftoso por ! 
la  reacción de fijación  del complemento -  tásis docto ra l: 
Vat., R. 0amana, 1953, Lose. e d it.) .

Se comprueba asi que las características ú tiles  del 
liquido resultante del segundo cultivo son su-.ariores a } 
las del liquido procedente del primer cultivo, conduelen
do la  mezcla de los líquidos a características superiores( ¡
a las del primer medio de cultivo.

A titu lo  de comparación y para establecer la  su- ' 
perioridad del procedimiento según el invento con rela­
ción al estado de la  técnica, se efectúa en las condicio 
nes indicadas mas arriba un cultivo del virus "G flan- 
dras" uurante un tiempo de 16 horas.

Después de este solo y único cultivo, se procede 
a la  extracción de los epitelios linguales en un liqu ido . 
tampón después de haberlos molido.

Se obtienen las características siguientes:
Liquido de cultivo solo:

Fijación del complemento: 1/6 
Concentración infecciosa: l(r*3 DRCP 50/ml ,
DVC 5 0 - 0 , 3  mi. !

Liquido de cultivo con adición del líquido de 
extración:

Fijación del complemento: 1/6



Concentración infecciosa: 10°'^ DnCr 50/ml 
DVQ 50 = 0,5 mi.

Se comprueba asi que l a  introducción en el liquidó 
del primer cultivo del extracto del epitelio  lingual pro 

I voca una disminución de las características de la. suspen 
} sión de v irus.i ]I ro r e l contrario, l a  incorporación conforme a l in -  ¡
! vento del liquido de un segundo cultivo mejora las oarac ¡¡ íi te r itic a s  del primar liquido que sobrenada. !
¡ mi liquido virulento obtenido según e l invento, <
! después de haber sido refrigerado a  aproximadamente # 0 , ;
¡ puede rec ib ir ventajosamente la  adición de cloroformo coi!
! e l cual se deja en contacto durante 12. a  24 horas. Los
; precipitados son entonces eliminados por centrifugación
¡ y el virus es clarificado sobre placas "C 5". '

Puede ser entonces inactivado para la  preparación
' de vacunas. *
 ̂ Esta preparación es clásica. Puede efectuarse, por '
, ejemplo, por adsorción del virus sobre hidróxido de aló- 
; minio e inactivación por acción conjugada ¿el formo1 y 

del calor.
Como se ve, e l procedimiento según el presente in - 

' vento presenta lar ventaja de aumentar considerablemente *- 
: las capacidades de producción de la  vacuna contra l a  fij3 ' 

bre aftosa.
En efecto, para una misma cantidad de epitelio  l in  ; 

guaL, se obtiene una producción por lo menos noble de 
una vacuna que, por lo demás, presenta cualidades mejoía , 
das con relación a  las vacunas fabricadas por e l proce- 

! dimiento corriente. !



La. presenta solicitud -.pie corresponde a la  presen- ;
u-taa en ^rancia, con roona <¿¡¿ de Junio do l î6Y, bajo el j
húmero IV 111.546, se acoge a los beneficios del articu- ! ! ! ! lo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial. '
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; Los puntos de invención propia y nueva que se pie- i
j sentan para que sean objeto ce la  presente solicitud de ;
I Patente de Invención en España, por VUIIEE anos, son los <i! siguientes :! '! 1 .-  Procedimiento para fabricar una vacuna contraii ¿a fiebre aftosa, caracterizado por el heono de que des­

pués de haber colocado epitelios l in e a le s  en un primer 
medio de cultivo, se siembran con un virus de la  fiebre 
aftoaa, y se procede a un ¿rimar cultivo, lue ¡y se roco-

I ge el primer medio de cultivo, se coloca un nuevo medio ¡ 
de cultivo en contacto con los epitelios linguales an­
teriormente utilizados, se efectúa un segundo cultivo, se; 
recoge el se,junio medio ¿e cultivo y, eventualmente, se
renueva este mismo procedimiento.

k .-  Procedimiento según la  reivindicación 1, carao 
terizado por el hecho de que el primer cultivo se efec­
túa curante un tiempo comprendido entra aproxlrnaa^ente
15 y 20 ñoras.

j . -  Procedimiento según la  reivindicación i ,  carao ¡ 
tarisado por el hecho de que el segundo cultivo se efec- i 
túa durante un tiempo de aproximad mente 3 a i* horas. !

i
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4. -  Procedimiento según la- reivindicación 1, carao 
terizado por el hecho de que para fabricar la  vacuna,
ae mezclan líquidos procedentes de los dos primeros cul­
tivos.

5. -  Procedimiento según l a  reivindicación 1, caran 
terizado por a l hecho de que. para fabricar la  vacuna,
se añade al líquido de uno o de los dos medios de c u lti-  ¡ 
vo, e l líquido de extracción de los epitelios linguales. ¡

i ii 6 .-  Procedimiento para fabricar una vacuna contra. !! ila  fiebre aftosa. - ¡! i! Tal y como se ha descrito en l a  Memoria que ante- ¡
i cede, y para los fines que se han especificado* '; i¡ .La presente Memoria consta de diez, hojas, e sc ri- i
i tas a  máquina por una sola de sus caras. ¡
¡ Madrid, =

^5 ¡))G.99
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