10,

i
e
)

1%

PATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIIIENTO DE PRODUCCION DE UNA VACUNA ATENUADA
PARA INMUNIZAR CERDOS CONTRA LA PESTE PORCINA CLASICA", a
favor de PARBENFABRTIKEN BAYER A.G., domiciliado en LEVERRUSEN

(Alemania). Nacionalidad alemana.
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NEMORIA DESCRIPTIVA

Ia peste porcina cldsica (PPC) es una enfermedad
infectocontagiosa de la especie porcina de enorme importan-
cia econdmica on todo el mundo. Dado que en los momentos
actuales no se conoce ningin remedio quimioterdpico contra
esta enfermedad virica todos los esfuerzos de los investi-
gadores se oriegtan hacia el perfeccionamiento de los agen-
tes inmunizantes ya conocidos o hacia la consecucidn de

otros nuevos.

Ia vacunacidn contra la PPC ha pasado por varias

fases cada una de las cuales ha venido a corregir alguno de-
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los defectos de las anteriores. De la sucro-vacunacién con
virus vivo virulento se pasé a las vacunas muortas a base

de virus virulento inactivado por diversos métodos. Porte-
riormente la adaptacion del virus de la PPC al conejo dio
paso a la posibilidad de emplear vacunas vivas atenuadas. _
Fste hecho fundamental en la inmunizacidn contra la PRC cone
siste en lineas goncrales on dar uma serie de pases sucesi-
vos por conejos al virus virulento do forma que al final de
esta serie ha perdido su especificidad para el cerdo con la
consiguiente pérdida de poder patbdsono pero comserva su capa;
cidad inmunizante. A pesar de que normalmente el virus modi-
ficado por pases en conejo no causa ningin tipo de transtorpo
visible tanto en cordos jévenes como on adultos puede produ;
cir alteraciones cn la gestacidén. Mambidén cabe la posibilidad
de que el virus recobre partc de su virulencia y produzca

losiones en cordos jdvencs.

En los ltimos afios ha comseguido cultivarse el
virus de la PPC previamente modificado sobre cultivos celu-
lares primarios, hallazgo de considerable importancia préc-

tica.

Los cultivos cclulares primarios se consigucn
colocando células vives procedentos de un animal reciente
mente sacrificado en un medio nutritivo adecuado. Dependien

do de la composicién del medio emplcado podemos conseguir la
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multiplicacidn de las células o solamente su supervivencia.
En el primer caso podemos hacer una sicmbra de un nimero

de celulas poco abundante y esperor o que estas células se
multipliquen utilizdndolas en ese momento o por el contrario
si no nos intcresa que las células avmenten de nimero, podc-—
mos sembrar en el primer momento un gran numero de células
(aproximadamente cquivalente al que obtenemos al final de

la multiplicacidén del primer caso) siondo de esta forma uti-
lizadas desde ¢l primer momento. Trosladando estos concep~
tos al caso concreto del cultivo de un virus, en el primer
caso inoculariamos ol virus sobro las células al final del
periodo de multiplicacidn y en el segundo podemos realizar

la siembra desde el primer momento.

Las cdlulas de los cultivos primarios tienen exac—
tamente las mismos caracteristicas que las células del ani-
mal vivo pues procecden directamente de é1l. Esto motiva dos
tipos de comsideraciones en 1o que al cmpleo de los cultivos
primarios para la produccidn de virus se refiere. Por un
lado las células cultivadas "in vitro" nos reportan varias
ventajas sobre ol cmpleo de animales como por ejemplo: sien-
do igualmente suscoptibles al virus, son més fdcilmente asc-
quibles a 613 no reaccionan como lo hacc el organismo com-
pleto (ficbre, anticuerpos ete.); son faeilmente controla~
dos y manejadoss no prescntan particularidades individuales

tan acusadas; cte. Sin cmbargo por otro lado pueden tener




- alguno de los inconvenientes del animal vivo. Nos referimos
fundamentalmente al hecho de gue las células pueden estar
contaminadas con virus que vivian en forme latente en el ani-
mal del cual proceden y transmitirlos; También es imposible

5. obtener siempre células de animales exactamente iguales en

edad, tamafio, raza, susceptibilidad, etec. etc.

La transmisién de virus en cstado latente puede
evitarse en gran parte empleando cultivos primarios de célu-
las que siendo susceptibles al virus procedan de una especie

10 totalmente diferente a la que va dirigida la vacuna que tra-
ta de producirso: Aqui el problema scria el hecho de encon~
trar unas células que scan susceptibles al erecimiento del
virus. En la produccidén de vacunas contra la PPC se emplean

B tres grupos de'animales para obtenor cultivos celulares pri-

*15. :
. marios: cerdos, conejos y rumiantes.

Si las edlulas procedentes de un cultivo primario
se subcultiven scriadamente on la mayoria de las ocasiones;
dejan de multiplicarse y mueren entrc ol segundo.y déeimo

20, pase. 3in cmbargo, en algunas ocasiones ocurrc un hecho cu-
rioso. Después de un numero dade de pases (generalmente o
partir del quinto) la velocidad de crecimionto desciende y
en los pases sucosivos oada vez se produce menor cantidad
de células viables. Pero en un memento imprevisto pueden

25. aparecer pequciios grupos de células que tienen una morfolo-
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gla diferente del cultivo primario. Estas "nuevas" células
son a menudo capaces de cultivo continuo y pueden sufrir puses
sucesivos indifinidamente quedando constituida lo que se de~
nomina una "linea celular!. Actualmente se admite como linea
celular estableceida aquella gue ha gufrido por 1o menog se-
tenta subcultivos con intervalos de tres dias entre cada
subcultivo., Ios células de una linca ceolular no proceden de
la scleccion de un tipo cspecial de células presentes on un
cultivo primarios son morfoldgicemente difcrentes de sus cé-
Iulas antecesoras; parccen tener una capacidad de supervi-
vencia ilimitada; nunca vuelven a recobrar su tipo original;
s¢ muestran diferentes en cuanto a la susceptibilidad a los

virus comparados con los cultivos primnrios.

Este tipo de células prescntan ciertas ventajas
sobre los cultivos cclulares primorios: No se necesita re~
currir constantenmentc al sacrificio de animales. Al poderse
cultivar indefinidamentc pucden mantencrsc siempre grandes
stocks de cdlulas de morfologia y comportamiento uniforme y
estable por lo que cs posible trabojar con un sistema es-
tandardizado. In los medios de cultivo no es necesario em—
plear productos bioldgicos de composicidn quimica indefinida,
con lo que sc cvitan 1los riesgos dc provocar fendémenos alér—
gicos y anafilccticos. Prescntan moyor susceptibilidad a los
virus gque las células originales y por cl contrario cn ningun

caso puedon transmitir virus latentes homdlogos o heterdlogos.
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En particular el invento sc¢ refiere al procediniento
de produccién de una vacuna atenuada para inmunizar cerdos
contra la PPC que consiste en mantener una linea celular en
cultivo continuo en cantidades suficientemente grandes como
para producir una vacuna a escala conercial, en un momento
predeterminado hacer un inoculum de virus vivo de 1la PPC pre-
viamente modificado y atenuado, sobre estas células; permitir
al virus multiplicarse durante un periodo de tres a ocho dins
y congelar los_liquidos de cultivo a'und temperatura de —409
C, para conscrvorlos el tiempo necesario. Descongelar, sepa=
rar las células y mezclar con una solucidén estabilizante, Una
vez liofilizada csta mezcla obtenemos un agente inmunizante
a base de virus vivo de la PPC atenuado y estabilizado que
inoculado en cerdos les protege contra un atague natural de

la enfermedad;

Qo= Qo= Qe 0+ Q= QO
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Descrito el objeto del prescente invento se decla-_
ran como nuevas y de propia invencidén las siguicntes reivine

dicaciones:

1.~ Un procedimiento de produccidn de una vacuna
atenuada para inmunizar cerdos contra la Peste Porcina Clé—r
sica caracterizado porque células vivas perteneccicntes a una
linea celular susceptible al virus de la peste porcina, colo-
cadas en un medio nutritivo adecuado sc inoculan con virus
vivo atenuado de la peste poreina clisica, permitiéndose la
multiplicacidén del virus hasta que lag células hayan produci-
do una cantidad do virus vivo atonucdo suficicnte, momento
en el que se rocogen los liguidos de cultivo que combinados

con una solucidn estabilizante y liofilizados constituyen

una vacuna.

2.~ Un procedimiento de produccidén de una vacuna -
atecnuada para inmunizer cerdos contro la peste poreina cld~
gica segin la reivindicacidn 1, caracterizado porque células
vivas pertencciontes a una 1linea cclular y productoras de
virus de la pestc porcina cldsica atonuado creccen y se man~

ticnen on suspensidén en el medio nutritivo.
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3o~ Un procedimicnto de produceién de una vacuna
atenuada para inmunizar cerdos contra la peste porcina cld-
sica segin las reivindicaciones 1 ¥y 2 caracterizado porque
células vivas pertenecientes a wma linea celular y capaces
de producir virus vivo atenuado crecen y se mantienen forman

do un monoestrato en el recipiente de cultivo,

4.~ TUn procedimiento de produccidn de una vacuna
atenuada para immunizar cerdos contra la peste porcina cld-

gica.

Segun se¢ describe y reivindica en la presente memo-
ria descriptiva que consta de 8 hojas foliadas y escritas a

méquina por une sola de sus caras.

Madrid, a 17 NOV. 1967
P. Qo YAIME ISERR
&
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