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" Procedimiento para la obtencidn de vacunas
combinadas contra la peste porcina y enfer

medades bacteriales en los cerdos”.
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Ia presente invencidn se refiere a un proce-
dimiento para la preparacién de una vacuna con la que
los cerdos,de cualquiecr edad, lo mds pronto, sin em=
bargo una semana después del nacimiento, asi como cer-

das prefladas, con excepcién de la primera y la dltima
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semana de la prefiez, se pueden inmunizar preventive-

mente contra la peste porcina clédsica e infecciones

por bacterias patdgenas.

Es sabido que muy frecuentemente como sew-
cuencia de una infececidn de los cerdos con el virus
de la peste porcina se presentan enfermedades secun-
darias por los gérmenes de la Salmonella y Pasteure-
lla., Asimismo, se presenta muy frecuentemente una en-
fermedad por uno solo de estos patdgenos, por ejemplo
el paratifus de los cochinillos o la septicemia hemo~
rragica. Estas infecciones producen unog sintomas de
enfermedad muy graves que en muchos casos conducen
en breve tiempo a la muerte de los animales atacados.
fOon especial gravedad repercuten esias enfermedades
en los animales jévenes que también son atacados con
relativamente mds frecuencia por las mismas., Por esta
razbén es costumbre el inmumizar los cochinillos pocas
semanas despuds de su nacimiento con vacunas contra f
estos aszentes patdgenos. Ia prdctica hasta ahora emplqgé
da tiene ademds de los costos mds elevados, la desven- %
taja de que entre las distintas inyecciones ha de trans
currir un periodo de varias semanas para que las vacu-
naciones pueden conducir a un desarrollo protector. En
la mayoria de las bacterinas usuales (Vacunas contra _
los azentes patdsenos bacteriales), no se efectua una
concentracidén de las bacterias, de manera que la vacu-
nacidn por resla general se ha de repetir después de
algunas semanas. Debido al contenide en proteinas del
caldo de cultivo, que se necesita para el cultivo de

las bacterias, se presentan bajo circunstancias reaccio
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‘nes alérgicas. El transporte o envio de estas vacu-

nas y su empleo ge ha de efectuar, teniendo en con-
sideracidén la inestabilidad de las soluciones a las
altas temperaturas, en margenes de temperatura come
prendidos entre +4 y 1+8°,

Ta invencién se refiere a un procedimiento
para la obtencidn de una vacuna combinada que elimi-
na egtas desventajas. Tl material inyectable ge pre—
senta en forma liofilizada, de mancra que se logra

una capacidad de almacenamiento de como minimo 1 1/2

P R

afios, siendo para ello suficiente temperaturas de al-
macenamiento inferiores a +18°. El sobre pasar oca-
sionalmente durante breve tiempo egtas condiciones
hasta unos 350 no perjudica. Después de disolver el
material liofilizado en el disolvente que se suminis-
tra, que conticne un adyuvante para reforzar el efec-
to inmunizante del componente bacterial, se adminis—
tran los antigenos en una inyeccidn, de manera que

en cl inyecctahle se desarrolla simultdneamente la pro-
teceidn contra los distintos agentes patdgenos, Me-
diante el procedimiento de obtencidn especial se pue-
de ajustar la concentracidén del antfgeno bacterial a .
un valor déptimo, de manera que en combinacidn con

el adyuvante incluido en una sola inyeccidn se logra ,
un efecto protector muy bueno, ILa acetona empleada
para la inactivacidn de las bacterias se retira de
nuevo totalmente antes de la liofilizacidn. De esta
manera se suprimen todos los efectos secundarios del
agente inactivador que produce una disminucién lenta-

mente progresiva de las propiedades inmunigzantes.
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Ia preparacifén de la vacuna segin la presen=
te invencidn se efectia en tres etapas: 1) Prepara- -
cién de los antigenos, 2) Mezcla de los antigenos
y liofilizacidn bajo adicidn de una solucidn de es-
tabilizador, 3) Preparacidn del disolvente con un con-
tenido en adyuvante.

1) Como antigeno para combatir la peste por—
cina cldsica sirve una cepa de virus dec la peste por-
cina especialmente alenuada cuya produccidn para su
empleo como vacuna viviente esta protegida por las
patentes espafiolas n? 347.294 y 347.295. Las cepas
de bacterias son unos gémenes patdgenos especiales,
aislados en los brotes de la enfermedad, que se mul-
tiplican en los caldos de cultivo usuales y que,des—
puds de alcanzar la concentracidn de bacterias épti-
ma se precipitan con acetona a +4°. Lag bacterias se
agitan hasta su fotal inactivacién a +4° en la sus-
pensidn acetdénica y a continuacidn se secan,

2). En las soluciones del virus de la peste

porcina, que se obtuvieron en cultivos de células,

se determina el contfenido en virus mediante titulacidn

del efecto protector en los cerdos y mezcldéndolas
con una solucidn estabilizadora, que contiene carbohi
dratos y proteinas, se diluye de manera que en cada
cargae de produccidén por dosis de inyeccidn de la vacu-
na terminada esté contenida la misme cantidad de vi-
rus de 800 UMP.

Un UMP es la cantidad de virus mds pequefis
que al ser inyectada en log cerdcs protege aun a to-

dos los cerdos contra una infeccidén de ensayo con vi-
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rus de la peste poreina virulonto.

En esta solucidén se reparie homozenamente
tanto polvo seco de bacterias de manera que en la va-
cuna terminada esté contenido el nimero desecado de
bacterias por dogis inyectable, por ejemplo 20 x lO9
bacterias por dosis inyectable. La proporcidn de las
clases de bacterias entre sl, se puede graduvar arbi-
trariamente, por ejemplo 60% de Salmonella cholerae-
suis y 40% de Pasteurella multocida. La mezcla se lle-
na en las botellas de liofilizacidn usuales y se lio-
filiza,

3) Alginato sédico, cuyo peso molecular se
selecciond de manera que una solucidn al 35 del mis-
mo en agua destilada se pueda aspirar sin dificultad
alguna en una jeringuilla de inyeccidn con cdnulo del
n® 18, se disuelve al 3% junto con 0,4 % de gluconato
de caleio en agua destilada, el valor pH se ajusta
mediante adicidn de solucién tampén a un pll de 7,6
y wmediante calentaniento en el autoclave se esteri-
liza,

La vacuna lista para su us0 se prepara agre=-
gando, con una jeringuilla de inyeccidn adecuada, la
cantidad de disolvente que se acompafia en cada caso
al material liofilizado, Azitando se obtiene una mezda
homogenea de las sustancias. De esta suspensidn se
inyectan por cerdo 2 cc de subcutdnea o intramuscu~
larmente.

Los siguientes ejemplos explican la invencbn
con mis detalle:

La cepna de virus atenuada de la peste porci=-
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da cldsica se multiplica segin el procedimiento

de la patente espafiola n® 347.294. El contenido en vi=-
rus de la solucidn asi obtenida se determina por titu-
lacidn en el cerdo. En una dilucidén de 1:10,000 estdn
ain protegidos todos los 4 cerdos que se vacunaron con
esta dilucidén. Debido a este resultado se diluye el
virus en dos partes de solucidn de estabilizador. A 5
litros de esta suspensidn se le agregan 1,0 g de pol-
vo seco de bacterias. REste producto se compone de 0,6
de Salmonella choleraesuis y 0,4 g de Pasteurella
multocida. Las bacterias se mezclan homogenamente con
la solucidn del virus, se reparte la mezcla en bote~"
1las de liofilizacidn y después de congelar a —45Q(se
seca en vacio, En 40 litros de agua destilada se di-
suelven 1.200 g de alginato sbédico y 200.g de glucona-
to de calcio v mediante adicidén de una solucidn tam-
pén de fosfato 0,5 M se ajusta a un pH de 7,6, La mezcla
se calienta durante 15 minutos a 115o en el autoclave,
Después de enfriar la solucidn, se separa por centri-
fugacidn el precipitado y la parte superior debilmente
opalescente se llena en botellas con cada vez 10 cc
segun el disolvente para cinco dosis de inyectable y
destuds de cerrar las botellas se esteriliza.

Bl contenido de una botella con vacuna lio-
filizada, lo que corresponde a cinco dosis de inyecta-
ble, se mezcla con 10 cc de disolvente. De esta vacuna
se inyectan intramuscularmente cada vez 2 cc sin Qi
luir, 1:100 y 1:400 dilufdas con solucién'de sal figio-
16rica, a cada vez 4 cerdos. Tres semenas mds tarde re-

ciben los cordos una inyeccidn de 2 cc de la sangre de
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cerdos que habion sido desansrados 5 dias después de
la infeccidn con una cena de virus de la peste por=
cina altamente vatdsena. Tos animales vacunados con
la inyeceidn sin diluir v diluida cn un 1:100 se man-—
tuvieron totelmente sanos. Los aniwales vacunados con
1: 400 mostraron del 42 al 72 dfa después de la inyec
cidn una subide de la temperatura hasta 40,90 sin ul-
teriores reaccioncs. Otra varte de la vacuna se inyec—
ta intraperitoncalunente cada vez con 0,2 ¢cca 2 x 10
ratones., 21 dias mds tarde reciben 10 de los ratones
una inyeccidn intraperitoneal de 5 x 108 de Salmone-
lla, los otros 10 una inyeccidn de 5 x 108 de rasteu-
rella. Con ¢l mismo ndmero de bactcrias se inycctan
por cepa de bacterias 10 ratones que no estaban vacu-
nados., Todos los animales no vacunados se murieron en
el plazo de 3 dias con los sintomas tipicos de la Sal-
monellosis o bien Pasteurellosis, de los animales vacu-
nados sobrevivieron después de 7 dias 9 de 10 la infec
cién con Salmonella y 8§ de 10 la infeccidn con Fasteu~
rella,
NOTA

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la mancra de realizarlo en la précti-
ca, debe hacerse constar que las digposiciones ante=~
riormente indicadas son susceptibles de modificaciones
de detalle en cuanto no alteren su principio funda-
mental. También se hace constar que el invento corres—
ponde a una solicitud de patente presentada en Alemania
con el n? de 4 de julio de 1968, acogién-

dose por lo tanto a los beneficios que conceden los
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Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que conse
tituye la esencia del referido invento, ¥y por lo que
se solicita Patente de Invencidn por 20 aiios en Espeafia
sobre: " PROCEDIIIIENTO PARA TA OBTENCION DE VACUNAS COM=-
BINADAS CONTRA TA PESTE PORCINA Y ENFIRMEDADES BACTERIA- -
IES EN 1LOS CERDOS", caracterizdndose por lo siguiente i

1.~ Procedimicnto para la obtencidn de vacu~
nas combinadas contra la peste porcina y enfermedades
bacteriales en los cerdos, caracterizado porque una so=
lucidn del virus de la peste porcina que se hizo adecua— %
da mediante atenvacidn para la vacunacidn de cerdos, se
mezcla con una solucidn de estabilizador y con un polvb
geco de bacterias inactivadas de manera que por dosis
inyectable de la vacuna terminada contenga como minimo
800 UKMP de virus de la peste porcina y 20 x 109 de bacte-
rias, la mezcla se estabiliza mediante secado por congé-”;
lacidn y antes de su aplicacidn por inyeccidn, se disuwel--
ve en un disolvente que contiene un adyuvante péra re=
forzar el efecto inmunizante. N

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porgue como bacterias se eﬁplea la Salmo-
nella choleraesuis y Pasteurella multocida, preferente-
mente en la provorcidn 60% de S. choleraesuis y 40% de
P, multocida.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, -
caracterizado porque las bacterias se precipitan del cal-'
do de cultivo mediante adicién de acetona a +4° y se
digieren con acetona hasta que la infecciosidad para los
animales y su capacidad de multiplicacidn en caldos de |

cultivo haya desaparecido y después de retirar la acetons
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4.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1,
caracterizado porque como adyuvante se emplea algina-
to sodico cuyo peso molecular es tan elevado de manera
que una solucidn al 3% del mismo junto con un 0,4
de gluconato de calcio se puede aspirar fdcilmente a
través de una cdnula de inyeccidn del ne 18.

5.— Procedimiento para la obtencién de vacu~
nas combinadas contra la peste porcina y, enfermedades
bacteriales en los cerdos", tal y como queda sustancial-
mente descrito en la presente liemoria,

Esta memoria consta de ocho hojas, escritas
a méquina por wna sola cara, B6 ACO. %868

Kadrid, -
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