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Esta invencidn se refiere a linajééﬂaéﬁ‘
,células de embridén de felino heteroploides, al cultivo -
ida virus en Jas mismas, y a vacunas gue contienen tales
virus,

Se ha descrito ya en la memoria désé:ipv
tiva de la Patente espafiola Nims. 336,810, en la solicitud
de Patente Brisénica N2 40225/66, y en la Solicitud de Pa-

tente de los Estados Unidos NGm, de Serie 615.922, qué nug

vas cepas. o de acuerdo con la nueva terminologia "linajes
de células diploides", derivados de células de enbrion de
felino (gato) son capaces de soporbtar virus patégencs;:E§
tos linajes son précticamente diploides, ya que comc mini
mo un 75% de las células tienen su composicidn cromosdSmi—
¢a inalterada,
Se ha encontrado ahora que los linajes

de células anteriores pueden modificarse de manera impor-’
tante y convertirse en linajes de células hebteroploides |

incubéndoles bastante mhs allld del nivel de incubacibdn 40-

~avo al 50=avo, La propagacidn de estos linajes de células.

se hace algo més lenta entre el nivel de incubscidén trigg;
simoquinto y el cuadragesimoquinto y se registran anormae:
lidades crecientes en los cromosomas mientras que el ling%
je pierde su carécter fundamentalmente diploide, definido

arriba. Cuando la proporcibn de células anormales se eleva

por encima del 25%, el linaje se ha convertido netamente :

en un linaje de células heteroploides, con caraoteristicaé
epiteliales desde el punto de vista morfoldgico, y es ca-.
vaz de producir btumores en los abazones del hamster, Recgf
pera también su capacidad de reproducirse répidamente, y °
puede ashora formar colonias en un medio de agar semiuséli%
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Los linajes de células de embridn de feli§
gno a3f prodacidos pueden infectarse directamente con ciegf
jtos virus patdgenos, tales como los virus de enteritis ig?

5 ffecciosa ¥:rinotraqueitis de los felinos de la mammalitisf
?(herpes) de los bovinos y de la leucemia del gato, y lss
' gpicornavirus de los felinos, a pesar de sus caracteristi-
5cas cromosbmicas heteroploides y morfoldgicas. Por ctra -
' parte, los mismos virus pueden cultivarse ahora y transfe

10 rirse y pasar de un cultivo de un tal linaje a otro, sin
" exponer los virus a conteminacidn o condiciones variables
. del ambiente,

Estas células heteroploides se prestan -
" por si mismas a la produccidn en masa para este propdsito
15 .y pueden crecer ridpidamente y cultivarse en un medio nu-
triente, Pueden utilizarse cualquier medio conocido en la
técnica que proporcione las condiciones fisicas y quimicas
" necesarias y la composicidn nutritiva para el cultivo y
el sub-cultivo, esto es, para el mantenimiento, el creci~
20 " miento individual y la multiplicacibén de estas células.
Se ha preferido, no obstante, utilizar el
- Medio Basal de Eagle con algo de suero de bovino y parti-
cularmente el mismo medio con caldo de fosfato de triptosa
¥y con una cantidad doble de la usual de &nimo-Acidos y Vi
25 taminas, Este procedimiento se lleva a cabo ventajosamen-
te en un intervalo de temperatura comprendido entre %22C
v 399C, preferiblemente entre 352C y %7,59C, A fin de fa
cilitar el sub~cultivo, se acostumbra a tratar las lémi-
nas confluentes de las células del linaje con tripsina o
30 un agente de quelacién inocuo, tal como fcido etilenedia
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mintetraacético (EDTA), antes de cada transferencia a un i

- nuevo medio.

aéemés de los cultivos monocapa usuales

- que utilizan los medios anteriores, puede ser posibis tag'
- pién cultivar el linaje de células heteroploides de_acue;f
" do con la presente invencidn en cultivos de células sus -

_ pendidas en un medio 1fquido similar.

Con objeto de infectar el linaje de cé-
lulas con el virus, el cultivo del linaje de células pue-
de mezclarse con una suspensidn salina del virus obtenido
por ejemplo a partir del exudado de cuelquier animal i =
fectado o de otras fuentes. En el caso de los virus de en
teritis infecciosa de los felinos, se ha preferido utili-
zar intestino delgado infectado, nddulos linféticos mesen
téricos, médula dsea, heces, y bazo de los gabos.

Una vez gque se ha infectado el linaje de
células, se incuba como se ha descrito arriba. Se ensayan
luego muestran en busca de modificaciones intra-nucleares
tifilendo el cultivo con hematoxilina y eosina, Transcurri{
das aproximadamente 18 horas después de la infeccibn, los
nlicleos infectados (aproximadamente 1-2% del total de lo%
nficleos) consumen mis hematoxilina que los nficleos no—igz
fectados. Esto va seguido en las 6 horas inmediatamente éi
guientes por un crecimiento de los nucléolos, por un oscg
recimiento homogénneo del resto del contenido del nficleo
¥ por el desarrolloe de una zona transparente alrededor -%
del ﬁﬁcleolo o nucléolos, si existe mls de uno, y de otré
zona bransparente inmediatamente dentro de la membrana -;
nuclear., Durante las 24 horas siguientes, se observa que ;

las células infectadas se contraen y adquieren un color
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i casl totalmente negro, antes de desprenderée por Gltimo -J
;del cubreobjetos. Cuando se hacen claramente evidentes 10%
jcamhics, uzos pocos dfas después de la infeccibn, el culti
ivo infectado se puede guardar congelado a =302C, Esto degi
ftruye las células, pero el virus conserva su capacidad pgj
?ra infectar nuevos cultivos no contaminados del misme li-
;naje de células. .

Es posible atenuar o atenuar mis afn una

? cepa de virus, a la cual sea susceptible el linaje de ~28lu
; las de embridén de felino heteroploides, mediante incuba -
? cidn en serie en cultivos del linaje de células. EL nuevo
' linaje de células puede utilizarse, por comsiguiente, 0o

| sblo para el cultivo de tales virus sino también para ate
é nuarlos, con ventaja, ya que los mismos se manipulan mhs |
. fheilmente en el estado heteroploide que en el diploide,

: Asi pues, el virus puede producirse en gran escala con -

 mbs facilided y fiabilidad debido al hecho de que el lina

Je heteroploide puede multiplicarse y sub-cultivarse para

ecte prbéposito sin limitacidén o riesgo importante de dete

i
rioro de su calidad. E

De acuerdo con la presente invencidn en .

|
cualquier aspecto, por lo tanbto, se proporciona un lina-

je continuo de células heteroploides de embribdn de felino,
que comprende células procedentes de embridén de felino, -
teniendo mhs de un 25% de las células caracteristicas crg
mosbémicas anormales en compracidédn con los cromosomas de i
las células de embribén de felino. En un aspecto particu~;
lar, se obtiene un tal linaje por incubacidn sucesiva de’

un linaje de células diploides, que se ha obtenido origi

nariamente del tejido de embridn de felino, mAs alld del:

372000



~nivel de incubacién 40-avo al 50-avo, hasta que la propor
cibn de células que tienen caracteristicas cromosbmicas
- ancrmales se cleva por encima del 25% del total.
El linaje de células de acuerdo con la
5 presente invencidn puede presentarse en asociacidn con un
medio de cultivo adecuado, tal como wn cultive continuo
de células heteroploides de embridn de felino. Como ya
se ha indicado, tal medio es preferiblemente el Medio Ba
sal de Eegle, modificado si es necesario para conbtener -
10 diversas cantidades de otros ingredientes que contribuyen
al crecimiento y mantenimientc del ocultivo.En otro aspecto,
. se proporciona un método para el crecimiento e incubacidn
del linaje de células anteriormente definido o un cultivo
del mismo, que comprende cultivar el linaje de células en
15 un medio nubriente y transferir algunas o la btobtalidad ‘de
las células e un medio nutriente fresco.
El nuevo linaje de células es eminente
- mente adecuado para la propagacidn de virus, particular-:
nente de los virus de la enteritis infecciosa de los feli
20 | nos y rinotragueitis de los felinos, o picornavirus de -
los felinos, los virus de la mammalitis (herpes) de los
bovinos y los virus de leucemina del gato. El método para
la propagacibén de un virus susceptible de propagarse en
tales linajes de células, o selecccionado del grupo arpii
25 ba definido, comprende las etapas de preparar el linaje
de células heteroploides como un cultivo libre de micro-
' organismos contaminante, inocular dicho cultivo con una
cepa del virus, y mentener el cultive de células hospedag
tes as{ infectadas para producir la multiplicacibén de la :
%0 . cepa no contaminada de dicho virus, Los virhs asi producé

201169 e~ 372289
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dos representan material antigénico que puede ubtilizarse
en una forma inactivada o atenuada.

Para el propbésito de inactivacioén, la -

lcepa del virus puede tratarse, por ejemplo, por medios fi

sicos o por un agente quimico que destruye el virus y por

consiguiente priva a la cepa de su actividad infecciose y

patogénica sin anular, no obstante, su capacided para in-

. dueir una respuesta inmunogénica en el animal que se desea

proteger contra la infeccidn por una cepa virulenta del

nismo virus. Por ejemplo, se han encontrado adecuadas -la

' formalina o la {5-@ropiiactona para inactivar tales virus,

; en particular el virus de la rinotrqueitis de los felincs.

Cepas virulentas del grupo anterior pue

. den propagarse e incubarse en serie en el linaje de célu-
 las heteroploides proporcionado por la presente invencidn
© ¥y atenuarse suficientemente sin perder su inmunogenicidad.

- La presente invencién, por consiguiente, proporciona tam-

bién un método para atenuar un virus seleccionado del gru

- po anterior, que comprende las etapas de preparar el lina

je de cé&lulas heteroploides como un cultivo exento de ni-
cro~organismos conbaminantes, inocular dicho cultivo conf
una cepa virulenta del virus, incubar en serie tal culti-
vo infectado del virus empleando culbtivos del linaje de V
células heteroploides exentos de micro-organismos conta- !
minantes hasta que el virus incubado pierde su infectiv_:j._T
dad v patogenicidad pero retiene todavia su poder inmung%
génico. Yl nlmero de incubaciones depende de la virulen= |
cia de la cepa del virus y puede llegar a ser necesario

incubarles més de 40 veces para obtener una cepa satisfac

toria, Ventajosamente, la cepa atenuada asi producida no
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se invertiré al estado virulento al vasar del animal ino- -

-culado a obros animeles en contacto con el primexro.

Fl material anbtigénico, comstituido por
virus inactivados o atenuados producidos empleando elyli—f
naje de células heteroploides de felino, de acuerdo con la
presente invencibn, puede presentarse como una vacuna en
asociacibn con un vehiculo Ffarmacéduticamente aceptable,

El vehiculo puede tomsr la forma de un liquido inyectable,
tal como una solucidn salina acuosa tamponada, o de un ve
hiculo sblido que contenga, por ejmplo, estabilizadores u
otros aditivos. Los estabilizadores que se han encontrado
adecuados para el propdsito incluyen gelatina degraduda,
existente en el mercado como "Sol-~u~-pro'y o sorbita.

De acuerdo con la presente invencidn, en
un aspecto ulterior se proporciona un método para proteger
animales, en particular gatos, conbtra la enberitis infecm
ciosa de los felino, la rinotraqueitis de los felinos o
infecoiones producidaspor lo picornavirus de los felinos ;
o la leucemia del gato. De un modo anflogo se puede prote.
ger el ganado vacuno contra la memmalitis (herpes) de los
bovinos, Los métodos respectivos comprenden la inoculacién
del animal susceptible con una vacuna contra la enfermedad
de que se trate como se ha definido arriba, conteniendo -E
dicha vacuna suficiente material antigénico para propor- :
cionar proteccién contra una infeccidn natural por una ce
pa no atenuada del virus en cuestibn, :

Tanto las vacunas atenuadas como las i~ :
nactivadas contra la enteritis infecciosa de los felinos;
han protegidos con éxito gatos contra la invasidn de una;
cepa no atenuada del virus. Se prefiere utilizar una cepé

372070
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%inactivada'del virus de la rinotraqueitis preparada de -

iacuerdo con la presente invencidn y presentada como una -;

gvacuna para la proteccidn de los gatos contra la enferme- .

édad.

? Los ejemplos gue siguen ilustran la inven

?cién. '
EJEMPLO 1

Una muestra, representando al menos apro

ximadamente 1 x 106 células de un cultivo de la cepa de -

-células en el nivel de incubacidn cuadragésimo, producido

~de acuerdo con el Ejemplo 1 de la Memoria Descriptiva 4dc

la Patente Espafiola N2 336,810 y Solicitud de Patente de

:Estados Unidos Nim. de Serie 615,922, se transfirid a ura

- botella aplastada para uso médico de 112 ml de capacidad,

que contenia Medio Basal de Ragle ( 80 partes en volumen)

(ref. H. Eagle, Science, 1955, 122,504), modificado de -

' tal manera que tuviese una cantidad doble de la usual de

amino-fcidos y vitaminas, caldo de fosfato de triptosa -
( 10 partes en volumen), y suero de bovino (10 partes en .
volumen) en forma de una solucidn estéril,

Los cultivos monocapa asi formados se -
subcultivaron incubando en serie el contenido de una bo- .
tella a 2 6 3 botellas una o dos veces por semana. Para
este fin, se suspendieron nuevamente las células con una
solucibn al 0,5% de edetato sbdico en una solucibén al -
0,1% de tripsina en el tivo anterior de medio salino tam
ponado de fosfato,

Se observd que la velocidad de crecimien
to disminuia hasta aproximadamente el nivel de incubacidn
45-avo, pero que volvia a ser normal después. Las anorm§'
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. lidades cromosdmicas eran cada vez mis abundantes y el cul

tivo adguirid gradualmente un carfcter heteroploide. El
iinaje de células asi obtenido se incubd ulteriormente hag
%a el nivel de incubacidn 6l=avo,

EJEMPLO 2

Otra muestra del nivel de incubacién

~12-avo del procedimiento de cultivo descrito en el Ejemplo

5 de la Memoria Descriptiva de la Patente Espafiola fim.
%%6,810 se propagd por medio de incubaciones en serie-de
acuerdo con el mébtodo del Ejemplo 1 anterior, y la cepa
de células asi obtenida se convirtid graduslmente en un ~
linaje de células heteroploides que se incubd ulteriormen
te hasta el nivel de incubacidn 6l-avo,
EJENMPTO

Ambos linajes de células descritos en
los Ejemplos 1L y 2 se infectaron en diversos niveles de
incubacibén con virus de la enteritis infecciosa de los fe
linos tomados de una misma fuente, como se describe en la
Memoria Descriptiva a la que se ha hecho referemcia. Se
encontrd que los linajes de c8lulas eran susceptibles al’
ataque del virus de manera aniloga a las cepas de célulaé
originales, y se expresd el grado de infeccibn por el poé
centaje de células infectadas a un nivel de dilucibén do-

ble del virus.

1
i
H

Los resultados se tabulan como sigue: -

Nivel de incubacidbn de % de células infectadas

a dilucidén doble del vi

las células rus, con virus obtenido

de una sola fuente

A 43 68
o 70

47 379280 » |
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Nivel de incubacidn % de célulasiinfectadasé
a dilucibn doble del vi

de las c8lulas rus, con virus obtenido
de una sola fuente :
A 50 65
5 50~51 (mezclados) 70
53 70
54 67
56 70
56 71
10 57 o
58 69
59 69
€0 64
61 61
15
B 12 44
14 77
17 69
20 71
20 23 72
32 72
%6 4
37 77
42 75
25 49 73
05 76
6l 72
Se incubb ulteriormente en serie el Vi~
rus de la enteritis infecciosa de los felinos por diversos
30 cultivos del linaje de células de embrién de felino, estan

379909
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do algunos de los cultivos en la ebapa diploide y algunos .
or 1a ebapa ncieronioide. En todoa-y cada uno de los casos,
cuando los cambios intranucleares fueron evidentes, por -

'tincién con hematoxilina y eosina, los cultivos infectados
5 se congelaron y gusrdaron a -~302C,
| El virus que se guardd congelado a ~3090
se descongeld despubs y se incubd en cultivos no infecta-
dos de linajes de células de embridén de felino, En el mo~-
mento apropiado, juzgedo por la presencia de cambios intra
10 nucleares, los cultivos infectados de las células se guar
dardn nuevamente congelados a -302C hasta la incubacidn -
‘ siguiente,
Cuando se incubd el virus en linajes de
- células de embridn de felino, por lo general se afiadibé el
15 virus simulténeamente con las células y el medio de culti
vo al recipiente de cultivo. El cultivo de cepas de célu -
las de embridn que contefan el inoculente del virus se -
" incubd a 3720,
La cepa de virus, cuya atenuacidn para -1
20 . los gatos se reivindica, se incubd en serie en linajes dq
: células de felino procedentes de los pulmones del embrién;
| Las etapas finales, para consegulir una abtenuacidén satise :

factoria, fueron como sigue:

Nivel de incubacidn del Nivel de incubacidn
25 : virus de las células
40 15 g
41 17 ) :
' ) linajes diploi
42 18 g des Q
43 20 %
30 i 26 ) ,

27.11,69 1o 372269 |
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se ensayo en ga

con 1 ml, de la suspensidén del virus.

|

Nivel de incubacidn

del virus

45
16
47
48
49
50
51
52
53

El nivel de incubacidén 48-avo del virus -

tos inoculando tres animales experimentales

Los resultados fueron los siguientes:

Nivel de incub=zcibdn !
de las células
53

hetero~|
o4 p101des.
5

f
H
|

(eAl

)

60%
linajes:
%

71

Nimero de leucocitos, promedioc geométrico

'Dia  Despubs de la Después del enfrentamiento con Vi
i vacunacidén de rus de EI (1), virulentos, adminig

{ % gatos trados oralmente

i 3 gatos vacuna- % gatos de conm

§ dos trol

L0 9.800 54200 21,800

; 1 8,700 NO DETERMINADO NO DETERNINADO i
% 2 7,200 NO DETERMINADO NO DETERMINADO T
3 6,700 8.600 10,400 |
: 4 5700 9.100 15.300 %
E 5 54700 8,300 12,300 j
6 6.600 10,900 54400 ;
L7 74200 9,000 1.500 + |
% 8 9300 9,500 1.800 + ;

- 1% -
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: continua, e o
9 10,000 9,300 2,600

P10 0,400 12,100 90500

? Uno de los gatos de control murid el 72 dia, y otro él
8o afa. |
(1) EIF = Enteritis infecciosa de los felinos,

Se comprobd que el procedimiento de ate w:
huacién era satigfactorio, ¥ el linaje de células de em = %
brion de felino heteroploides pueden utilizarse para tal -
bropésito con ventajae
' EIEIPLO

Cultivos del linaje de células heteroploi
des de embridn de felino obtenido en el Ejemplo 1 se infeg%
%aron con una muestra de exudado nasal u ocular de un gatoé
Aue sufria rinotraqueitis. El exudado se mezcld con una sg;
iucién salina tamponada con fosfato (2,0 ml) que contenia
ﬁambién 200 unidades de penicilina y 100 mg de esbtreptomi-

\
1
!
!
?
L, s s !
cina por mililitro.

5
f

| Se prepararon monocapas de linajes de célu
las de acuerdo con el Ejemplo 1 en cinco tubos separados. |
Se retird el medio nutriente y se reemplazd con la mezcla

?ampénmexudado , incub&ndose a 372 C durante 2 horas. Se

retird luego la mezcla tampdn - exudado y se lavaron las

&élulas con solucidn tampbdn estéril fresca. Los tubos ine-

%ectados que contenisn medio nutriente fresco ( 1,5 ml por
%ubo) se incubaron luego a 372 C en medio nubriente fresco
§1s5 ml),

g Se llevd a cabo a continuacién un examen ~

microscépico diario de os cultivos dinfectados ¥y de los

eultivos de control , preparados con solucién salina -

3 -u- 372269
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lestéril en lugar de con la mezcla tampdn exudado. :

4

i
i
1
i

Se observd el efecto citopitico del virus.
§Ctros ensayos denogtraron que los cultivos infectados es-1
?taban exentos de otro micro-organismos, El virus pudo traﬁg
‘mitirse en serie a cultivos frescos en tubos de la misma
fcepa de células, en los cuales tuvieron lugar cambios de-.

generativos celulares semejantes. Experimentos de dilucidn

. adecuados demostraron ulteriormente que habia tenido lugac

:multiplicacién del virus.

Los virus obtenidos de este modo pueden

[ . . . K .
- inactivarse por tratamiento con formalina o {j—proplolag

. tona de acuerdo con el procedimiento usual conocido en -

s

" la técnica, y pueden inocularse gatos con la vacuna asi

- producida. Los resultados indican gque se ha alcanzado un

grado satisfactorio de inmunidad contra una invasidén de

- una cepa virulenta del virus de la rinotraqueitis.

EJENPLO ©
Cultivos del linaje de células heteroploi
des de embridn de felino obtenido en el Ejemplo 1 se infeé
taron con una muestra de exudado nasal u ocular de un gato
que sufria "influenza de los felinos", que por consiguien

te era una fuente de picornavirus de los felinos.

La muestra se mezcld con la solucibn sali

 na tamponada con fosfato (2,0 ml), que contenia también -

200 wnidades de penicilina y 100 mg de estreptomicina por1
mililitro.

Se retird el medio nutriente de la monoca
pa del linaje de células, y se reemplazbd con la mezcla -
tampbn-~exudado, incubindose a 372C durante 2 horas. La -

mezcla tampbn-exudado se retird después y se lavaron las

5. 372089
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! células con solucibén tampbn estéril frusca. El linaje de

; células infectadas se incubd luego a 372C en un medio nu

. briente fresco (1,5 ml),

Se efectud a continuacibébn un examen mi-

" croscbpico diario del cultivo infectedo y de un cultivo de

conbrol, preparado con solucidén salina estéril en lugar -
de con la mezcla tampdn-exudado. Se encontrd que la degeng
racidn celular (efecto cotiphtico) que aparecid al cabo.-
de varios dias de incubacibn, no era diferente de la pro-
ducida por los picormavirus humanos, por ejemplo el virus
de la poliomielitis. El virus pudo transferir por incuba
ciones en serie en cultivos de la cepa de células, y ex~
perimentos de dilucibén adecuados demostraron que habia té
nido lugar una multiplicacibén del virus en la cepa de ck
lulas. Ensayos adicionales demostraron que los cultivos
asl obtenidos por incubacidn en serie estaban exentos de
otro micro-organismos contaminadores.
EJEMPLO 4

Se produjo un linaje heteroploide incg@
bando en serie el linaje de célvlas diploides de embriéng
de felino obtenido a partir del embridn total de acuerdo%
con el método descrito en el Ejemplo 2 de la Memoria Dqgé
criptiva de la Patente Espafiola NGm. 336,810,

Tanto el nivel de incubacibn decimononé
(etapa diploide) como el nivel de incubacidn 46-avo (etgg

pa heteroploide) se infectaron con una misma fuente del |
{

virus de la enteritis infecciosa de los felinos, como eni
el Ejemplo 3 de la presente Memoria Descriptiva. El por~§

centaje de células infectadas era de 66% y 6% , respec-g

tivamente, 3 7 n R n
= e 1Y

-16 -



|

10

15

20

25

30

27.11,69

EJENPIO 8
Cultivos del linaje de células heteroploi
des de embribdz de.relino obtenido en el Ejemplo 1 se infeé
taron con el virus de la enteritis infecciosa de los feli

nos de la manera usual. Después de la incubacibn, se con~

! gelaron y se descongelaron tres veces los cultivos, tra- -

- tAndose después con una solucibén de formaldehido al 40%

- a fin de ajustar su concentracifén en el medio a 0,2%. Se

incubd el cultivo con el agente inactivante a 372C durante

3 dias,
A una muestra de los cultivos tratados
se afiadid solucidn salina tamponada de fosfato (STF), sg‘
ficiente para hacer la concentracibén final de STF igual -f
al 25%, A obtra muestra se afiadid hidrogel de almina aéug
tando la concentracibn al 25%. | '
Grupos de 5 gatos se inocularon subcutd
nesmente con 1 ml de cada tipo de las vacunas anteriores;
respectivamente, Veintiun dias més tarde,.los gatos reci:

1
1

bieron uns segunda dosis de la misma cuantia,

Pasados otros veintiun dfas, todos los
gatos vacunados y % gatos de control hubieron de hacer -j
frente a una invasién virulenta por via oral del virus de
la enteritis infecciosa de los felinos., No murid ninguno
de los animeles vacunados, en tanto que sucumbieron dos :
de los gatos de control,

Se dedujo que la vacuna inactivada pro~§
ducida de la manera arriba indicada proporcionaba una pré
teccidn satisfactoria, |

EJEMPLO
Se incubd 48 veces virus de la enteritis

372279
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infecciosa de log felinos en culbtivos del linaje de célu~;

las heteroploides de embribén de felino del modo descrito

en &l Ziewvlo 3. Le cepa de virus presenta en el fluido de
cultivo y células de la Gltime etapa de subcultivo se ad—A
ministraron por via subcuténea a 3 gatos, sin dilucidn al
guna, en una dosis de 1 ml y se observd un nfimero de leuco

citos satisfactorio en diversas etapas despuds de la ino-~

culacibn, y dos de los animales atacados el dia vigbsimo--

primero después de la inoculacibn sobrevivieron al ensayo.
Todos menos uno de los animales de control sucumbieron a
la infeceidn.
EJEMPLO 10
Tres partes en volumen de la vacuna ligul
da preparada de acuzrdo con el Ejemplo 9 se mezclaron con
dos partes en volumen de una solucibdn de sorbita al 25% y

dos partes en volumen de una solucidn al 25% de "Sol-u=

- pro" (Marca Comercial)e. Se liofilizé la mezcla, y dos mueg

tras del producto liofilizado seco se guardaron a 302C du.

rante 47 y 75 semenas, respectivamente , y obtras dos mues

: tras a 4eC durante iguales periodos de tiempo. Se compro~

_ bd que las vacunas reconstituidas tenian una efectividad

satisfactoria en ensayos con cultivos de tejidos.

Se inocularon gatitos de nueve semanas j
con muestras de la vacuna y se les administrd una nueva
dosis dos semanas mis tarde. Pasados otros 14 dias, se - %
sangraron los animales y se comprobd que en todos ellos ~
existia un nivel satisfactorio de anticuerpos,

La presente solicitud, que corresponde aé
la presentads en Gran Bretafia, el 8 de Octubre de 1.968,?
bajo el Ne 47737/68, se acoge a los beneficios del Articu

372269
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1
;lo 51 del vigente Esbtatuto sobre Propiedad Industrlal°

=~ REINVINDICACIONES =~

Los puntos de invencidn, propia y nueva,

rque se presentan para que sean objeto de la presente solj

-citud de Certificado de Adicidn en Espafia, son los siguien

"tes:

1.~ Mejoras introducidas en el objeto

. de la patente principal n® 336,810, expedida el 2 de octu

‘bre de 1.967, por " un método para producir una cepa de -

. células", caracterizadas por un método de producir un li—i

:naje permanente de células heteroploides de embriones de

felino o un cultivo de la misma, que comprende el paso su.
cesivo de un linaje de células diploides, que ha sido ori

ginalmente derivado de tejidos de embriones de felino, en

‘un medio que proporciona la condicibén fisica y quimica y

composicibén de nutricibén necesarias, para cultivar y sub-
cultivar as células, mis alll del nivel de paso cuadragéi

simo o quincuagésimo hasta que la proporcién de células -

que tienen caracteristicas de cromosomas anormales ascien

. da al 25% del total, y separar las células del medio, si

e censa 3799R4Q
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rwoe I
2.= Mejoras introducidas en el objeto de

:la patente principal, caracterizadas por un método de cul-

“Yivar o hacer pasaz un linaje permanente de células heterg

ploides de embriones de felino, o un cultivo de las mismas

.que comprende el cultivo del linaje de células en un medio

de mutricidén y la transferencia de algunas o todas las c§ -
lulas a un medio de nutricidn nuevo, si se deses.

3.~ llejoras scgin cualquiera de lasg rei-
vindicaciones 1 & 2, en las cuales el medio de nubtricién -
es el Medio Basal de Eagle con suero de bovino. |

4,- Mejoras segln cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 3, en las cuales el cultivo se lleva a
cabo a una temperatura comprendida entre 32 y 392C, prefe
rivlemente entre 35 a 37,520,

5.~ Mejoras segln cualquiera de las ren-
vindicaciones 1 a 4, en las cuales el cultivo se lleva a
cabo en forma de cultivos de monocapa que forman léminas
confluentes de células,

6o~ Mejoras segln la reivindicacién 5, en

las cuales las léminas confluentes son tratades con trip-!

- sina o un agente de quelacién inocuo, antes de cada trang!

ferencia a un medio nuevo.

7.~ Mejoras introducidas en el objeto de;

~ la patente principal, caracterizadas por un método de prg§

pagar un virus susceptible de linajes permanentes de célgg
las heteroploides de embriones de felino, o culbtivos de —E
los mismos que comprende las operaciones de preparar el -;
linaje de células heteroploides en forma de un cultivo 1;;

bre de microorganismos contaminantes, inocular dicho culti

vo con una cepa de virus y mantener el cultivo de células.

m. 370070
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I

, huesped infectado de tal manera que vroduzcs una multipli

i cacidn de dichos virus.

8. Mejoras segln la reivindicacibén 7, en

las cuales el virus es seleccionado de la clase rue consis

' te en virus de enteritis infecciosa de los felinos, virus

de rinotraqueitis de los felinos, picornavirus de los feli
nos, virus de memmalitis de los bovinos (herpes), y virus
de leucemia de gato,.

9.~ Mejoras introducidas en el objesto de
la patente principal, caracterizadas por un método de a-
tenuar wn virus seleccionado de la clase que consiste en |
el virus de enbteritis infecciosa de los felinos, virus de
rinotraqueitis de los felinos, y cornavirus de los felinos,
virus de mammelitis de los bovinos (herpes), y virus de
leucemia de gato, que comprende las operaciones de prepa-
rar el linaje de células heteroploides en forma de un cul
tivo libre de microorganismos contaminantes, inocular dicho
cultivo con una cepa virulenta del virus, y hacer pasar :
serialmente tal cultivo infectado del virus utilizando -f
culbivos del linaje de células heteroploides libre de mii
croorganismos contaminantes, hasta qu el virus hecho pa—f
sar pierde su capacidad infectiva y patdgena pero consegg
va todavia su poder de inmunizacibn, 5

10.~ Mejoras introducidas en el objeto def
la patente principal, caracterizadas por un método de prg
ducir material antigénico, que comprende las operaciones:
de propagar un virus segin cualouiera de las reivindica
ciones 7 u 8, e inactivar seguidamente el virus por me-
dios fisicos o quimicos, tales como tratamiento con for-,
malina o / -propiolactona, por métodos en si conocidos,

370970
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1l.~ Mejoras introducidas en el objeto de
la patente principal, caracterizadas por preparar a contiw
nvacidén une varuna, que comprende un virus atenuado segln
el método de la reivindicacidén 9, en asociacidn con un ve-

5 hiculo farmacéubicamente aceptable.

| 12.~ Mejoras introducidas en el objeto de
la patente principal, caracterizadas por preperar & contiw
nuacidén una vacuna que comprende un virus inactivado segin -
el método de la reivindicacién 10, en asociacibn con un vg-

10 hiculo farmacéuticamente aceptable,

13,~ lejoras segln las reivindicaciones 11
6 12, caracterizadas porque comprende un excipiente sélido:
farmacéuticamente aceptable, que contiene un excipiente de
liofilizacidn,

35 14,~ Mejoras segln la reivindicacidn 13, en
las cuales el excipiente de liofilizacibén contiene un estg:
bilizador, tal como una gelatina o sorbita degradadas.

15.~ Mejoras introducidas en el objsto de ;

la patente principal n2 3%%6.810, expedida el 2 de Octubre ﬁ
.20 de 1,967, por: "Un método para producié una cepa de célu1a$§
Tal y como se ha descrito en la lMemoria qué

antecede, y con los fines que se han especificado, ‘

Esta Memoria consta de veintidos hojas es é

cristas a miquina por una sola cara. '

25 Madrid,

Poa. LogNOVIgEs .
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