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¥l presente invento se refiere & un nusevo procsdi-
niento da febricacidn de la vacunz combra la fichre aito
ga que permite obtener, en condiclones industriales, un
rendimiento de proauceidn mayor, sail como una vacuna gue
presenta una. mayor actividaa biolbgzica.

Ss sabe que el procedimiento actualmenta utilizedo
para. preparar la vacuna contra la fiebre aitosa conaliste
sn cultivar en un medio de cultivo apropiado una cepa de
virus de Tiebre aftosa sobre gpitelios linguales de bo-
vinos, y luego, al final del cﬁltivo, en realigar, des-—
puds de la welienda, un exbracto liguido de los erite~

lios, lo gue peraite obtener una suspensibn de virus gue

. as luepo inactivada para realizar la vacuna.

1l presente invento tlene por objeto un nusvo pro-
cedimiento de fabricacidn de la vacuna contra la Lfiebre

artosa, estando cavacterizado esencialmente este procedi-

miento por el hecho de gue se colocan los epitelios lin-
3

S ouales en el wmedio de culiivo, se procede a la slembriu

. Gel cultivo con el virus elegido, decspubs de Lwbsr Gaju—

cdo transcurrir un clewto tismpo de cultivo as procszde a

ane. srimera recoleceidn recogiendo el medio de cultbivo

gue contiene el virus, lve £0 se vuelven a poner log epl-
telios linguales infectados en contacio conm un nweve me—
dio ds cultivo, y dewpués de un ssgpundo tismpo de culti-
vo, sSe procede & una fegunda recoleccidn de viius reco-

slendo el liguico dal segundo medio de cultive liguido.

Asl, la cavacteristica del procsuimilento segin el

“invento es witllizar un solo preparvado de eplielio Mingual

- para realizar varios cultivos sucegivos con ayuda Ge me-

i

N
§

dios diferentes gue son racogidos y & partir de los cuales
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la vacuna es realizada por wna inactivacidn convencio-
nalk.

Aunyue sn un nodo de woalizacidn ;prefzrido del
invento se realizun dos culbivos sucesivos con ayula ue

un mismo raparado de epltelio lingual, se :iews Liuale |

mewbe, sin salir dsel marco del lnvainto, realisar mas
cultivos sucezivos. i

Conforma al invenito, us loualmenic osibls procs- '
dor a la extraceidn de los virus gus se¢ sncuznbran en
el prsgarado de epitelios linsuwales al ©inal del culdi-
vo, pero asta extraccibn a seriir ds los elitelios no esg
wna fase obligatoria del nrocedimiento se i ol invento,é
encontrindose la .arte mas interesante de los virus re- j
cocidos 2n los medio; da cultivo liguiao ¥ no =24 ol ;re-f
Laraao de enitelios lingualés. |

Confomme al invendo, 32 vueds whilizar como wsdio
de cultivo un medio cldsico tal como el yue as conocido
con 2l nombre de medjo de Frenkel. ‘ .

Los tiempos durante los cuules se efectuan 1los cul:
tivos suessivos son funcldn do las cepas de virus ubili-
zadad. .

De una nanera general, se obbtilenen buenos rezulta~
dog cuando gl primer cultive se zfectua duranite un tiem—;
PO que puede variar entre agroximadamente 15 a 0 horas, |
wilentras que el gasunde cultivo ze afectua durante wun
tiempo de anroximadamente 3 a 12 lLioras.

G cada. caso particular, lu duracién bpbima ds los
tiempos Jde cultivo puede ser deterwinada or el sxamen
de la actividad de la vacuna obtenida.

Con 2l Iin de hacer comprandsr nejor el invento,
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se describirdn ahora a titulo de ilustracibn ¥y sin pin-
glin ceracter limitativo varios modos de puesia. en préc-
tica aescritos a continuacidn,

Se toman enitelios lingnales en lenguas de bovinos
sacrificados desde hace menos de una hora, gus se lavan
con agua ¥y luego con alcohol, ¥y que se irradlan con ayu-
de de rayos ultravioletas. .

Se cortan lusgo los epitelios con ayuda ue una mé-
guina andloga e una miquina de cortar el jamdn.

Log trozos (e epitelios asl obtenldos son colocadcs
en un ligquido de supervivencia con adicibn de antibidti-
cos y son mantenidos a una. temperatura. proxima o 42C.

\
Pueden ser conservados asi como mdximo 48 horas y, de
preferencia, menos da 24 horas.

1 cultivo del virus .se -efectua. coloczndo los gni-

telios linzuales en el medio de cultivo a. razén de 6 epi- |

telios lingwales por litxno de cultivo.
Bl cultivo es sometido a una oxigenacidn continua.
e afectua a.una,temyeraﬁura constante de 37¢¢.
Luwta temperatura es manﬁenida con ayuda de una circula-—
cibtn de agua en la doble envolvente del recipiente de

acero inoxidable en el cual se efectua sl culiivo o con

N S L

ayuda de cualguier otro dispositivo de regulacién de tem .

peratura.

En el modo ds puesta. en prictica deserito, se ubi-'

liza un medio de cultivo que corresponde a un wedio cla~

sico ds Frenkel y cuya composicidn es la. sizuientes

PEPIONA 3,000 g
CISTEINA CLORHIDRICA 0,096 g
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ACIDO PALMOLENICO

0,250 ng

PUUITATANINA 0,025 g
DHECHINA 0,0425 g
QHIPLOFATO 0,05 g
HISPLULHA 0,030% g
AGUA C.3.P. 1000 ml

HeniTHA 0,036 mg
IL.3ULINA G,9 U.I.
PTRUIINA 0,09 mg
GIUCOSA 1,000 g
GLUSAIION 0,01 g
da ¢l T2 8
K CL 0,016 & :
Ca CL, C,18 g 5
Fglly s 6,0 0,09 g i
Ta i, EO4,21,0 0,076 g E
Ha HPO,, 1,0 0,524 g f
Ha i 00, lg f
Ha OH (W) 1,25 ml }
HIACIFA 0,00 1 g |
" LISIUA 0,200 g
AUTHIFA 0,041 ¢
1EUTONINA 0,200 g
LeUCTIHA 0,130 g

Vohdae a estbe respvecto Dubouclard, Roumiantzefl,
Fontaine y lachowiak, Bull. Joc. Sci. Vet. Iyon, 1966,68 ;
(3)) p.243-53. §

Se siembra el cultivo con ayuda dsl virus “C Vosgesﬁ
a razén 101° DiCP 50 para 30 lenguas.

Se recuerda que Se designa con el térnino de DaCP

4
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© Ge culilvo es recogldo. ;

-

50 la dbsis de virus qpe,pfovoca.un efecto citopatdgeno
en 50y ds los casos sobre un ml de cultivo monocelulax
de células de rifibn de cerdo.

Se lleva el medio ds cultlivo a la temperatura de
378C ¥ se wrealliza el primer cultivo durante un periodo
de 15 horas.

Se vacia luzgzo la cuba del primer liguido de cule

tivo dejando en su sitio los epitelios infectados, lusgo

sa reintroduce en la cuba la misma cantidad del mismo me-!

dio de cultivo previamente llevado a 378C y se efectua.
el sesundo cultivo durante 4 horas. ‘
#1 eultivo es enfriado luego y el sezunfo liquido |

\

Lag caracteristicas de los medios liynidos tomados §

! son las sigulentes:

Iiguido tomado al final del primer cultivo:

Tijacién del complemento: 1/4 %
Concentracién infscciosas 109:% Dicr 50/ml é
VG 50 = 0,20 ml.

Tdguido tomado al finwl del sesundo cultlvo:

M jacibn del complemento:l/2
Concentracibdn infecciosa. superior o igual a i
16991 vuce 50/m1
Ve 50 = 0,11 nl.

Kezecla obtenida. por la reunién de los dos liqui&n;
Fijacidén del complemento: 1/4 :
Concentracibén infecciosa supsyior o isual a.

107+ Ducp 50/ m1

VG 50 = 0,08 ml.

Foxr DVC 50 se entliende la dbsis vacunante sobre
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50;; de cobayas (véase I.Rowmlantzeff, J.Fontains, C.3%sll

mam ¥ C.iackowialr ~ axt. Rev. Lied. Vetb., acoostbo-seuntien
bre de 1965, 116, p. 597-607).

Ia fijacién del com;lemento se express ;o la die-
lucldén 1imite que dd una fijacidn completa del comple—

wonte por ol método semicuantitativo de Holuwer (estudio

4

seroldzico de los tipos y variantes del virus uitoso por

la reaccibn de fijacién del complanzsnto - tésls doctoral

i

Vet., R. Coamand, =, 1053, Bosc. adit.).

Se'comprueba.asi que las caracheristicas Giiles del
1{gquido resgultante del sesundo cultivo son sweriores a §
las del licuido procsdente del irimer culiivo, conducien
do la mezZclua de los %iquidos a car:cteristicas superioreé
& las del pyimer medio cde cultivo. :

A tivulo de comparacién y nara estublscer la su-
perioridad del procedimiento semin el invionto con rela-
cidn al sctado de la téenica, se sfectus en las condicip
nas indicadas mas arriba un culvive dellvirus RI¢ Fianw
drosh durante un tiempo de 1o horaa. |

Deswuda de este solo y dnlco culitivo, se procede
a la sxiraccibén da.los enitelios linmuzles en un liguido
tampbn después de haberlos molido.

S¢ obtienen las car:cierdsticas siculentes:

Liquido de cultivo S0lu:

FPijacibn dsl complemento: 1/8
Concantracibn infecciosa: 10813 DucP 5C/1nl .
DVC 50 = 0,3 ml.

Ifiquido de cultivo con adicién del liguido de

extracibns

Fijacidn del complemento: 1/8

...7._ i
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Concentracién infecciosas 108+ Dy H0/ml
Ve 50 = 0,5 nl. -
3¢ comprueba asl gue la introduccidén en el Iiguide
del primer cultivo del extracto del epitelio lingual pro
voce una diswinucién de las caracteristicas de la suspen

sldn de virus.

ror el contrario, la incorporacibfn conforme al ine |

vento del liguido de un segundo cultivo mejora las carac ;

teriticas del primer ILiquido yune sobrenada.
i1 liguido virulento obtenido segin el inventa,

después de heber sido refrigerado a aproximadamente 4¢(,

puaus reciblyr veuta] osauente la adiciban ds cloroformo ccn§

al cual se deja en contacto durante 12 a 24 noras. Los
orecipltados son entoﬁces eliminados por cermtrifugacidn
y‘ el virus es clarificado sobhre placas "C 5%,

Puede ser sntonces inactivado pa:::é. la. Qréparu.cibn

de vacunas. ' ’

usba preparacidn es clédsica. Fuede efectunarse, por -

ejemplo, por adsorcibén del virus sobre hidrdézido de ali-

i minio e inactlvacidn por aceldn conjugada del formol y

" del calor.

Como s@ ve, el procsedimiento segin el presente in- -

© vento presenta lx ventaja de avmentar consgiaerablemente

+ las capacidades de produccién de la vacuna contra la fis

bre aftosa.
En efecto, para una misma cantidad de epitelio lin

pual, ge obtiene una produccidén por lo nsnos uoble de

una vacuna. gue, »or lo demds, presenta cualidades mejora

das con relacidn a lus vacunas fabricadas por el proce-

dimiento corriente.

[N



La pressnts solicitud us corrasponds a :

¥

Yata 20 Francia, con fecha 22 ds Junio de Ly6f, bajo &l §
¢

Idasro PV 111.546, se scoss a los benoiicios del auriticu-

lo 51 del vigenite Istatuto sobrs Fropleduu Inuussrial.

.
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Los punios cde invencidn propis ¥y nusva qus 58 plee
senball p2ra yue ssan objeto us la prisente solicituu de
Pat:nts de Invencidn en Espans, por VLIIED anos, don Los
sisuienvege .

Le= Procodimiento para Ladricar Ule Viacuil. COLUIa

Lo
Ly flebie aitosa, carceberizauo por el 18ci0 de Jus Ges—

puds de haber colocaus epitelios linsuales en un priner
medio de cultivo, se siempran con un virus de la risbre
aftosa, y 56 procede a un ,:lzr cultivo, lus;o 38 3¢0-
15 ze el primer msdio de culiivo, se coloca un nuoevo medio

de cultivo en contucto con los syitelios linsuules an— :

1

o

teriormente ubtiliszados, se efectlia un s:pundo culbivo, we’

reco:e £l sz undo meulo de culvivo y, eveniualmente, ue

remueve esbe mismo vroceaimisnto. :
<0 Z.— Procedimicnto sezin lu raivindicacién L, cavac !

tardzato How ¢l heeclo de gue el primer culivivo ¢ gisc—
tla aurunte un wlempo cohgrenﬁido anire aproximiiimoanis
15 y 20 aoras.

3= Procedimicnto segin la relvinwiczcidn L, carse |
<5 terizudo por el heciuo de -us el Ss undo culiivo se efsc—

Hlia aurunte un btiempo de iproximad.mante 3 a Lo loras.

F ] o
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4.~ Procediniento sezin la. reivindicacidn 1, carac
terizado por el hecho de gus para Tabricir la vacuna,
se megzclan liguidos procedsntes de los Gos primeros cule
tivos,

5.~ Procedimiento segin la weivindicacidn 1, carag
terizado por el hecho de yue para fabricar la vacuna,
ge aiifade al liguido ds uno o de los dos medios de culti-
! vo, el liguide de extraccidén de los epitelios linguales.
. 6.~ Procedimiento para fabricar une vacuna contra.
lz fiebre aftosa. '

Pal y como se ha desecrito en la Memoria yus aunbe-
ceds, y para los fines que se han especliicado.

1

la presente Lemoria conste de disz liojas, escri~-

tas a wdquina por una sola de sus caras,
Madrid,

b h  EODCER
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