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Procedimiento pars la éb-tencién'de_uha vacuna activa

- contra le enfermedad de Maret.-'
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Folicitande NATIONAL RESEARCH DEVELOFMENT CORPORATION, entidad
inglesa, residente en Xingsgate House, 66=74 Victo-
rie Street, Londres S.W.1l., Inglaterra.

o it o s e s

"8te 1nirento se refiere a la producéiﬁn de mg_t
terias sntigénices y, en particulap, se rofiere a una
maferia antigénica dtil en la preparacidn de producfos
intermedios de vacunss y de vacunas pars el tratamier‘x-

5, to o prevencidn de .la enfermedad de Maret.
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La enfermedad de Maret es una enfermedad que afec

ta e las aves y constituye une ds las condiciones infec-

t

ciosas més grsves de los pollcs en los tiempos presentes

~ ¥ que afecta a toda clase de aves incluyendo & las aves
~empleadas para la oria y reproduccién y productoras de

-huevos y é'sus polluelos. ES»vné enfermedad linfopropile

erativa infecciosa en la que soh comunes 168 timores lin
foides de las visceras y actualmente se disponn de evi-
dencia indicativa de que la ceusa de la enfermedad es-un

virue o agente del tipo del virus-del grupo herpes. El

elslamiento del virus en el estado de confinamiento en

células he siﬂo-conseguido_por el inventor de la presente
¥y sus colegas en experimentos de qﬁltivos en tejidos que
se caracterizan porque capas monomoleculares de cdlulas
de los rifionss de pollos se inoculan con oélulés de los
rifiones de aves enfermas'y se incuban a 38,5%C en' una at
mésfere hineda de un 5 % de diéxido de carbono en aire.

A1 csbo de 7 a 10 dfas @ partir de la indculacién de la

. materia infeccliosa, se observa un efecto citofdtico como.
" de virus. El examen sl microscopio de las células mues-

tra particulag intranucleéres que semejan virus herpes.

El virus se énoﬁentra fuertemente enlazado dentro de las
células y no se puede separar facilmente de la celula en
forma infectiva.

Se ha_deacubigrto'ahora que duranté 1a migrecidn
del virue en el cultivo én células, se alteran clertas
caracter{sticaé del virus. Entre los,cémﬁios mAs impor-
tantes~obseréédos estd una dramdtice redﬁcqién_en la pa~

togenicidad del virus después de un clerto nimero de mi-

: gracioneé. Esta pérdids de boder patégenq g6 cree que eg
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t4 asociada con la pérdida del airt{geno A del virus 0,
alternativemente, con la emergencia 4 alegcion,de_una
variante del virus de la que s¢ erncudnire husente el
ant{geno A. |

Se ha descubierto tambidn que el virus agotado
de antf{geno A que sale durante el paso vosee todavia _
otros componentes antigéniooe.y,-adeﬁés, Que los ant{-"
genos retenidos dan lugar a anticuerpos que confieren
a las aves una medida muy notable de proteccién contra
el peligro que supone el virus virulento bien por inocu
lazidn del agente infectivo o por transferencia del mig
mo desde una a otra ave como ocurre en el curso de una
infeccidén natural. Estes observaciones del desarrollo
de una forme inmunogénica de un virus oncogénico, v.gz.,

un virus caussnte de tumor; son totalmente sin preceden-

.tes y conducen & la posibilidad de producir, por primeras

vez, una vacune eficaz contra dicho virus.

Segin este invento, se obtione’material’anfigéni-'
co pof nigracidn de un virus patdgeno de 1é enfermedad
de Moret en células de aves y continuando la migracidén
hasta que el virus he adquirido un grado de carencia de
poder patégéno epropiado para la preparacidn Qe una vacg;
ne activa. |

Le forma.atenuada del virus proﬁugida'por'migra~
cidén segin el invento, posee tembién otras caracteristi-'
cag deseables ademés dé sus propledasdes ﬁrofectoras. Por
ejemplo, el virus atenuado ha demostrado ser ndtablemen-’
te estable en el sentido de que no revierte a un estado |

patogeno después de la inoculacidén en las aves. Ademis,

proporciona proteccidén no solsmente contra la smenaza de
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la estirpe patégena de la que se obtuvo sino fambidn

contra otras estirpes del virvs, 1noluyendo eatirpes eg

' pecialmente agudas 0 graves. AUn may, ol virus atenus-

do muestre muy poca tendencia a propagarse de las aves

inoculadas a las aves sin 1nocu1ap de 1la misma bﬁndada

o corral, lo cual supbne una ventsja especlalmente im-
portante en el uso préctico de las vacunas basadas en

el vifusvatenuado vivo o activo. Otra de las ventajas
ofrecidas ﬁor las vacunas basgdas en virus atenuados es
que reducén virtualmente la 1ﬂqidencia de olras enferme
dades de las gves,'en particular la coccidioéia. Se cree
que esta reduccidn se @ebe 8 la mejors genersl experimen-
.tads en la salud conqgguida por la reduccién en la inci-
dencia de la enfermedad de Marét.

El procedimiento de esté inventio puede aplicarse

a cualquier estirpe o olase de enfermedad de Maret. Se

"~ obtienen resultados especiélmente buenos con la estirpe

o clase HPRS 16 del virus y como esta clase particular

ha sido extensesmente investigada en los experimentos rea
lizados con anmerioridad al invento, se recomienda de un
modo especial su uso pera conseguir los fines del invenw

to. No obstante, también se pueden encontrar otras cla=--

"~ ges o estirpes del virue en el campo de le investigacidn

que pueden obtenerse fédcilmente de aves infectades pura
conseguir los fines del invento. Otras especies tienen
diversos grados de poder patbgeno pero, respecto a las

oaracteristicas de cultivo y las demds propiedades impor

taﬁtas, son esencialmente del mismo tipo segin se eviden

ciard por los experimentos descritos mds adelante. Asi,

dos olasesld eatirpes de virus, llemedas estirpes de
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Frant, alsladas de u:g banéda-da aves mentenidas 1i-
bres de olertous agentes patégenogvespecificos, difieren
noteblemente en su poder patégenp pero, no obstante,
pueden experimentar atenuacidén para producir una forms
protectora del virus. Otras estirpes relacionadas con
la clese HPRS 16 éon, por ejemplo, 1asleetirpes 0 clages
HFRS 24 y HPRS B14. De un wodo s’milar, estirpes o cla-
ges disponibles en los Estados Unidos'de América y conow'
oldas como JM, GA, CAL-1, y CONN-A son tembidn suscepti-
bles de atenuacidn segin este invento. Ep particular la
estirpe o clase Jﬁ se desarrolia y producé un afecto ci-
topdtico similer a las estirpes HPRS y de Frant y contie
nen los mismos antigenos A, B y C. Segin se ha indicado
anteriormente, el virus results diffeil de nislar en cen
tidad de las células sin experimentar cierton cdmbios y,
por lo tanto, es prefepible emplear virus asociedos con
células éomo in&culoa Yy como medio para trensferir el
virus de una_migraéién a la siguiente.

Sé pueden utilizar muchas especies de células de
aves para llevar a cabo el proceso de atenuseidn, por’
ejemplo células de gallinas, patos, codornices, faisanes
¥ pavos, siendo preferibles las células de gallos y ga- ,
llinas. Cuando se emplean cultivds enagélulas y tejidos,
se ha descubierto que. las células de r;ﬁén o embriones
fibrobldsticos son eminentemente iddneas como células
hospedantes. Por ejemplo, los virus patdgenos aislados
de tumores w otros tejidos de gallos y gallinas pueden

someterse répetidamente en Qultivoé de células de rifio-

nes &e pollos hasta que se obtiene la atenuacidn neceea-

ria. Esto suele comenzar entre el 202 y 302 procesos mi
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gratorios y con frecuencia se descubre que, por ejemplo,

después del 312 o el 392 procesos migreatorios el virus
ha adquiriro las propiedades apropiadae,para ls produg

cion de una vacuns atenuada in vitro. Para asegurar

: qps se' obtiene una vacuna de 1a mds alta calided, las

células empleadas pera 1os procesos migratorios se han

de encontrar de preferencia inicialmente libroa de virus. }

Se han ‘obtenido resultados nuy alentadores engndo la ate
nuecidn se consegnfs en parte por migracién en un tipo

de célula y me completabé por migraclones ulteriores en

an tipo diferente de célula eviar. Por ejemplo, se ha

_descubiarto que se obtienen ventajas muy partilculares

con el uso de fibroblastos de :embridén de pollo y un mé-

" todo preferido‘para llevar a cabo el proceso de atenua-

oién comprende el someter al virus e proceso migratorio
primeramente en células de rifidn de pollo o de otras

aves seguids de migracién en fibroblestos de embrién: de

pollo. TUno de los procedimientos mds atractivos desarro

1lado hasta el momentc emplea fibroblastos derembrién de
pollo pars la mayorig de las migraciones en los procesos
de atenuacidn. As{, el virus patégéno puede experimentar

aproximadamente de 1a6 migraciohes aproximadamente, pre

feriblemente de 3 a 4rmigraoionea, en célulus de rifién de

pollo con el fin de adaptar al virus al sistema celular,
seguido de unas 15 a unas 20 migraciones en ol fibroblag

to de embrién de pollo. El'empieo de dos tipoé de siste

‘mas celulares permite un mayor control en la purezt dol

~ producto finel y lﬁslgrandes propiedades seleétivas de

los fibroblastos de embridn de pollo pars el virus de la

enfermedasd de Maret son perticularmente importantes s es-

4 ae Amm e e —
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te respecto. AsimiMhd, Ids‘fibfoblastos de polls son

un tipo particularmente conveniente para emplear en

»

3s

gran escala. ,

E1l nimero de procesos migratofios necesarios pa-
re conseguir el gredo apropiado de atenuacidn puede de-.
terminarse en,general facilmente por experimentacidn.

De este modo se pueden expe;impntar los éultivoa en ca-

da estadio para observar la presencia del antigeno A me-

-dlante el experimento bien condcido de difusidn en gel

(Chubt and Churchill Vet. Rec. 1963, 83, 4). Se observa
réd que el mimero de migraciones depende en cierto modo
del grado de patqgenioidad de la extirpe o clase crigi-
nsl elegide. Normalmente suele ser innecesario exceder
de 30, y en algunos casos unas 40. migraciénes y suele
ser frecuents el empleo de un mimero de procesos migra-
torios significantemente menor a los mimercs arriba ci-
tados, gspeciahmente con el método preferido de dos es-
tadios referido anteriormente.

El cultivo del virus en células aviares sé puede
conseguir empleando una emplia variedad de medios nutri
tivos y se nan obtenido resultados muy satisfactorios
con una pluralidad de medios normales y modificaciones
de los mismos. = Por ejemplo, he supuesto una ventaja uti’
lizar‘hidroliaato de sal equilibrada dB Ear1e/iaeta1b6m;
ne. (Medio N? 1, vease el Ejemplo 1). También se han ob~
tenido buenos resultedos, particularmente con cultivos
primarios de fibroblésto de embrion de pollo, con el uso
de Medio N2 2 oonsistente en SM 199 (84 %),'oaldo de cui
tivo de fosfato de triptosa (30 g/1, 5 %), suero de ter-

nera (5 %) y peniciline/estreptomicina (como en el Medio

.'!
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N 1), Ie composloioﬁJ dQ. f!ﬂn ‘i)) ha ®i, dc: expussta por
Morgan et al, Proc. Soc. Exp. Biol. ied. 73, 1 (1950).
Tambidn se puede emplear unp mn&ificacién del Medio N
2 (Medio N 3) en la que el SM 199 se reemplaza por we=-

dio de Eagle de contenido awre:1taio en vitamina ¥y amino-

. acido (Macpherson et al, Virology 1_, 147 (1962), Igual-

mente se puede emplear otra modifioacion del Medio N 2
(Medio N 4) en la que se emplean saleg de Hank en 1ugar
de sales de Earle. )

Se observard que el procedimiento del invento con
duce a la producclién de msteria antigenica en forma de
virus de la enfermedad de Maret, mntigénica pero no pa-
togénica, o de wn modo més especifico, a una estirpe o

clase libre de antigeno A protectora, del virus. Ds ua

_modo més'particular la materia antigénica comprende 6=

lulas aviares que contienen virus-Qtenuados.qsocigdos

oon células. Dicha materia es 1itil como materia de giem

‘bra en la pioduccién,de una vacuna y queda comprendida

per se dentro del alcance del presente invento. Una cls
ge particular de dicha materié comprende ¢élulas de po=-

1lo que coritienen uﬁa forma atenuada de la estirpe o cla
se HPRS 16 del virus, y un oultivo de células de los ri-
fiones de pollos que contiénen virus atenuados ha sido dg
positada con la coleccién de virus veterinarios manteni-

da por el Laboratorio Central de Veterinaris (Central Ve

. terinary Leboratory), Weybridge, Surrey, donde se encuen

tre identificads con el mimero de refersnciam LEU/16/AT.
Con el fin de producir una vacuna, los virus ate-

nuados obtenidos aegun ge ha descrito anteriormente pue- .

den cultivarse adicionalmente en el mismo sistema celular
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utilizado pars el proceso de atanuacion o en siutenas

relacionsdos. De este modo ¥y si se desea, 81 virus

puede sér transferido de uno a otro sistemg celﬁiar en
un estadio ulterior del proceso. Por ejemp1o, 1s afe-
nnaciéh ¥y multiplicﬁeién del virus puede realizarse en
células cultivades y despuds fransferirse el f;rus a la
corriente sanguinea de aves intactas y obtenerse uné v%

cune recuperando la sengre do los enimales.

les vacunas producidas segln este invento pueden

- administrarse de diversos moﬁos, V.gey pOr inyeccidn .

subcutdnea, intramuscular, intranasal o intraocular en
el polluelo o en el embridén: Ia inyéocién intramusculer
en una pata del pollo es una via perticularmente prefo-
rible de administracidn. '

A continuacién se ilustra el invento en los ejem~

plos que siguen:

Ejemplo 1
Preparacidn del Cultivo Celular:

Se disecaron 108 rifiones de pollos de una 8 ocho -

semanas de edad imnmedimtamente después de sacrificados,
se cortarop finsmente con tljeras y se lavaron tres ve-

ces agitdndolos en. 20 cc de sustancis salina tamponada

con fosfato (FBS) (pH 7,2), seguido de decantacidn. Se .

dispersaron las células por tripsinizegidn, aﬁadiéndose
20 cc de tripsina al 0,05 % (Difoo 12250 tripsina) en

PBS a los rifionés picados, en un matraz g6nioo. Se per=

mitieron cuatro Qicios de cinco minutos de tripsiniza-

" oidn, empleando nueve tripsina en cada oiclo ¥y un aglita~

dor magnético. la suspensién celular obtenide de cada
ciclo de tripsinizacién se afindié a 1,0 cc de suero de
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ternera para inhibir ls tripsina y después se sometid

a centrifugacidn por espacio de 5 minutos a 1.0CO rpm en

" una centrifugadora MSE Minor para depositar las células.
. Se volvid e formar una suaspensién con la masa de células

en un medio de desarrollo de cultivo celuler (Medio N® 1)

J, s contaron las células empleando un hemocitdémetro. Se
diluyé esta suspensidn celular hasta contener 2 x 106 cé-
lules por cada 5,0 ¢c. en el medlo de desarrollo.
Medio N2 1 '
Solueidn salina equilibréda de Barle.c.osses 84 %
Caldo de fosfeto de triptose (30 g/litro)... 5 %
Hidrolisato de lactalbimina (50 g/1itro)eces 5 %
Suero de ternera (inactivado térmicamente).. 5 %
Penicilina (20.000 Us/cec. N
Zatreptonioina (20 me/oco. teenssssasasreeses 1%
Se afladieron 2 x 108 células en 5,0 cc de medio de desarro
llo a cada reciplente de cultivo ( pldtos Falcon de plds-
tico - 50 mm). ’Los cultivos celulares se'incﬁbaron a
37-38,5°C en atmésfera humectads de CO, al 5 %, Cuando
las cgpas monomoleculares fueron confluentes, normalmen-
te 8l cabo de 3 dfas de incubacidn, se cambié el medio

por otro medio de mantenimiento. Ia composicidén de este

" medio fué igualkque la del medio de desarrollo a excepeidn

-‘ de que se redujo el caldo fosfato de triptosa ¥y el suero

de ternera al 2 % del volumen total. Ias capas monomole-
culares se infectaron en el dfa en gue confluyeron y des-
pués de haberse afiadido el medio de mantenimiento.

Aislamiento del virus de los pollos infectados:

Pare este fin se halld satisfactorie la migracién

258 de la estirpe o clage HPRS-16 de la enfermedad aguds
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Tumores linfoideos de ovarios se forzaron a tro-

2

vés de uns gesa estéril de acero inoxidable de 13,90 on
(nedida 978) sobre un plato petri ejerciendo presién ng-

nual con una espituls esterilizada. Se prepard uns sus-

pensidén con el tejido pasante en PBS pipetdndola vigoro-

semente. Después de dejarla reposar en la‘mesarde traba

Jo durante 2 minutos en un recipiente de cristal pare de

Jar que sedimentaran los trozos de ﬁayor tamafio de tejldo,
se separd la suspensidn celular sobrenadante y se centri-
fugd a 1.000 rpm durante 10 minutos en una centrifugedora
MSE Minor. Se volvid a preparar una suspensidn con el de
pdsito celular en un volumen conveniente de medio de des—
arrollo del cultivo celular. Ia suspensién resultante se
hizo pasar inmediatemente despuds a través de una gasas de
acero inoxidoble de medida 150 en une jeringuills con ni-
erofiltro. El filtrado consistiria principaimente en cé-
lulas ¥nicas tumorosss. Estas células se coritaron en un o
hemocitdmetro y se ajusfé la conoehtracién celular a aprg
ximadamente 10 x 10° células por 1,0 cc. ADeapués se ino-
culé 0,5 oc de esta suspensidn celuler en ceda’caps mono-

molecular confluente de rifién de pollo. En esta primera -

‘pasada de mislamiento, los cultivos se incubaron durente

10 a 14 dfas mds con cdmbios de medio én intervalos de 3
dias. '

Migracidn del Virus:

Cuando el efecto.citopéticd del virus se encontraba

bien deserrollado en las células, se separaron de la su-
perficie sobre la que se desarrolleban por dispersion coﬁ

tripsina 8l 0,05 ¥ en verseno (EDTA). Ias células en sus

!
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' en medio de desarrollo y se utilizd la suspensidn pars

.empleados no puede ser de mids del doble en cada proceso

- puede mejorar hasta mloanzar un aunerto de cuatro veces

~ torio en cultivo célular'de rifién de pclle quedan atenun

dos al cabo de cinco a seis mesea., Los virus'atenuados'
' proceso migratbrio se fedujo de 7 dfas a 3 dfas, Los vi-- I

" los rifiones de pollos en un periodo de 6 a 7 dfas. En los

los cultivos infectados hasta 50 veces mediante extraocidn -

7Y

= o <y
‘ | 5 A ";;) ‘ :
pensidén fueron separidas dg 1¢ mézeln de tripsins-verse-

ne, se volvié & preparar uhs fuspensidén con lps mismes

_ infectar nueves capas monomoleculares confluentes. Debl

do al hecho decque el virus se encontraba asociado con

‘ot

las células, el aumento de efecto cltopdtico de proceso
a proceso migratorio fué lento. Por lo tanto, en log

primeros procesos migratorios el nimero de recipientes

migratorio, pero en los d1ltimos procesos migratorios se

w ocho veces el mimero de cultivds.

Caracter{sticas del Virus Atenuado:

. Los virus sometidos continuamente a proceso migra

produjeron un mayor régimen de desarrollo del efecto ci-

topdtico de forma que el periodo comprendido entre oada -

- rus atenuados produjerbn placas macroscépicas 1,0 - 1,5 '

mm de un lado al otro, en las capss monomoleculares de

cultivos muy'iﬁfectados no se pudo detectar antigeho por .

e téonica de Octerlony suelto en el medio de cultivo,

mientras que en el caso de los virus atenuados, dicho sn

tigenc se liberd. Fué necesario concentrar el medio de

de agua o por ﬁrecipitac;én de los entigenos con sulfato

N

de emonio para‘demostrar:satisraqtoriamente la dﬁsencig de

este ant{geno.
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El virus etenuado no indujo-ia enfermedad ciini-
ca de Maret cuando se adminiétré a polluelos do un dia
de edad una estirpe o clase susceptible (v.g., estirpe
o clase HPRS-RIR) por vie intravenosa o intraabdominnl
en forma de una suspensidn celulsr de rifién de pollo in-
fectado.

Produceién de Vacuna Experimentsl:

Virus seminales en forma de células infectadas de
rifién de pollo congeladas almacenadas en dimetilsulfdxi-~
do (IMSO) en un refrigerador de nitrdgenc liquido se deg
congelaron rdpicdemente y se emplearon psra inoéular capas
monomoleculares confluentes de rifidn de pollo. Una dosis
de mproximadamente 1037un1dades formadoras de placas re-
sultd satisfactoria por cada plafo petri de 50 mm. Estos
cultivos se sometieron a migracidn a intervales apropiados
(vege, 3-6 dias) de acuerdo .con la eficacia con que se
desarrolld el efecto citopitice. Ias células de cada cul
tivo infectado se emplearon pera infectar 2 alB nuevos
cultivos de acuerdo con el nivel de efecto citopdtico, Al
cabo de 6-10 de dichastigraoiones, determipadaa segin
la cantidad de vacuna necesaria, la suspensidn recogida
de células infectadas de rifidn de pollo se distribuyeron ;
en ampollas y se almacenaron en IMSO a;&j,s % on un refri
gerador de nitrégeno_liquido; Se realiz&,un edloulo apro
ximado de las células infectedas en ceda recipiente me- '
diante caloracidn de placas en las capas honomolecularee
de riiién de pollo. '

Dogis:
Se calculd una dilucidn apropiade de la vacuna al

macensda de forma que cada polluelo gue hublera de ser va

‘ A
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cunado recibiers una dosis de aproximadamente § x 10"e a

aproximadamente 7 x 103 unidades formadores de placas. Un

“diluente apropisdo fud una solucidn salina fisioldgica
.tamponadé g un pH de 7,2.

Vis de_Administracidn:

" La inoculacién se llevd a cabo inmediatemente deg
pﬁés de la ailucidn de le vacuns. Ia vaouns se adminis-
tré por via intresbdominal (intraperitoneal) en un volu=
men de 0,2 a 1,0 cc., Vv.g», 0,5 cc por polluelo.
Produccién en gran escala:

El virus se desarrolld en gran cantidad empleendo

- capes monomoleculares de rifiéon de pollo en matraces Roux

(¢] botellgs Thomson. Para producir cultivos de capas mo=-
nomoleculares en estos reclpientes, se sembraron matraces
Roux con 40 x 108 células de rifion de pollo recién tripsi
nizadas en 10 cc de medio de desarrocllo y botellas Thomson
con 80 x 10° células en 200 co. . En este caso, se emplea~-
ron los mismoa medios de desarrollo y maptenimiento 8 ek—
cepeidn de que se reemplazé la golucidn salina equilibra=
da. de Earle por solucidn salina equilibrada de Hank, Se
sometid al virus a un nimero suficiente de migraciones,
que normalmente no excedieron de 10, y se recogieron cuan
do un némero suficlente de cultivos para el lote de vacu-
ne necesaria mostré efectos citopdticos que comprendfan
wds del 10 % de la lémina celular.
Almecenamiento de la Vacunas

Las célulds infectadss recogidas se separaron de
la mezcla de tripsina y verseno por centrifugacidn, segin
se ha descrito anteriormente. Se volvié a formar suspen=

sién con les células en medio de Gesarrollo que contenfa
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un 10 % de suero de ternera y un 7,5 % de dimetilsulfd~

xido. Se ajustd la concentracion celular a aproximads-
mente 4 x 10° células por 1,0 cc y se distribuyd la sus
pensidn celular en ampollas que se cerraron herméticamen
te. La relacidén o régimen de enfriemiento desde +4°C
hasta -40°C se reguld a un régimen de 1°C por minuto. Deg
pués de encontrerse a -40°C se trasladaron lss empollas

répidemente al refrigerador de nitrégeno liguide.

Pruebas de las Irmunogenicided en los Pollos.

Se ha averiguado que lazs unidedes formadoras de
500 - 7.000 plaéas inoculadas en polluelos de un dfa a
dos semanss de edad no produce efecto adverso en un pe-
riodo de observacidn de -20 gemanas. Una exposicibn ulte
rior & 1la enfermedad por contacto con virus virulentos al
cabo de 3 @ 4 semanas de la vacunacién demostrd dar una
861ida proteceidn en aquellos vacunados contra un 50 %

o més de mortalidad en los pollos de contrastacion ex-
puestos a la enfermedad.

Con el fin de proporcionar una prueba corriente o
prueba de rutina de la inmunogenicidad de los lotes de
vacunas, se deben inocular 20 polluélos de un dfa de edad
intreabdominalmente con vacuna mientras que 6tros 20 se :
mantienen esislados én otro lugar como mfestras ée contragi
tacidn sin vacumar. Al cabo de cuatroﬁﬁépanas, ambos gry
pos de pollos vacunados y sin vacunar sétéxponen a los
efectos de la enfermedad mediante incoulacién con células

que contienen vifus virulentbs.

Prueba_de Propagaciodn:

Un grupo de aves vacunados con HPRS RIR se deja-

ron en contacto directo con un grupo de aves susceptibles

!
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¥ en contacto indirecto con ur segundo grupo de aves suj

ceptibles a la misma clase o estirpe durante 18-samanas.
Al cabo de 94 11 y 18 semenas se sangraron todos los gru
ﬁos y se determiné la presencia de anticuerpos por expe-
rimentacién en sueros. Al cabc de 18 semanas de le vacu

nacién se tomaron muestras de sangre de todas las aves y

)
se experimentd en las capas externas de la sangre para

determinar la presencia de virus de la vacuna. Ia tabla
que sigue expone los reeultadas dbtenidoq:

Prusbas de Propegacién Vacunados Contacto - Contacto
e Directo indirecto

Némero de aves - 15 8 © 14
Anticuerpos + al cabo

de 11 y 18 semanes 7 : 0

Virus aislados 4 o0 0

Prusba de Estabilidads
' ~ Se expefimenté'la clase o estirpe HPRS 16 atenua~-
da paras averiguar. su estabilidad aislando el virus de la .

sengre de 7 pollos virsémicos, al cabo de 15 semanas de

haber sido vaocunados cuando tenfa un dfa de edad, con

HPRS 16 de 398 migracién. In capa externa de estas 8

muestres de sengre se enfrid e inoould en 15 pollos de un

‘d{a de edad vacunados con HPRS RIR. Durante un periodo

de cbservacién de 18 semanas estas aves permanecieron clf .

nicameﬁta»normales. Los virug'aisladoa de la circulacidn

de dos de estos pollos mostrd la ausencia caracteristica

del ant{geno A de virus atenuado.

Ejemplo 2
Aislemiento y Atenuacidns
Una clase o estirpe de virus de la enfermedad de

Maret de patogenicidad natural baja se aisld de los ri-
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fiones de pollos de 4 semanas d2 edad de una bandada de

cria "libree de patdgenos especificos" mantenida en ais-
lamiento y libres de virus de leucocitis, acefalomieli-
tis-aviar, bron@uitis infeccionsa, enfermedad ds Newcas—
tle, laringotraqueitis infecciosa, virus CELO y GAL, My-
coplasma gnllisepticum y S. pullorum. .

Se tripsinizaron los riiiones y se cultlvaron en .
el medio de lactalbimina de Farle, segdr s« dnserib: en
el Bjemplo 1. Se observé al microscopio el efecto clto-
pético tipico de las microplecas de la enfermedad de Ma-
ret. Despuds se sometid el virus a miéracién 12 veces
en cultivos celulares de rifién dec pollo en medio N2 3,
12 veces en fibroblasto de embridn de pollo en medio N2
3, ¥ 12 veces mds en cultivos de fibroblasto de embrién
de pato en medio N® 3. La estirpe de ~irus as{ obtenida
se experimehté pera hallar su difusidn en gel y. se demog
tré que hatis perdido su antigéno A", :
Pruebag de Patogenicidad:

a) 50 pollos (de un dfe de edad) de "Sykes Iinea
50" genéticamente susceptibles, que - poseian anxicuefpoe

maternos, se lnocularon con 10‘1"5 unidades formadoras de

placas (pfu) de la estirpe atenuada de Frant por pdjaro

¥y por via intremuscular, - Estos snimales no mostraron
sintomas clinicos dﬁrante once meses. ‘Pusieron huevos
fértiles, de los cuales se empollaron més de 100 y se
mantuvieron y observaron los pollos para_hallﬁr signos

de la enfermedad, Unbe.espéCiméneﬂ histolégiéog de sie~

te aves del grﬁpo inoculado demostraroh'encontrarse libres

de leaioneside la enfermedad de Mdret.

b) Se llevaron a cabo experimentos simileres uti-

!
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lizando 20 pollos "Sykes Linea 50" (de un dia de edad),

que tenfan anticuerpos materno, inocmlando a las aves

con dosis de 103 pfu y se obtuvieron rssultados simila~

. Yes.

¢) Un grupo de pollos rojos "Rhode Island" gené—

_?icamente suscepilbles vacunados con HPRS y que tenfan

.anticuerpos meternos, se inocularcn con dosis de 10% ptu

por ave. Se averigud que estas aves eran clinicamente
normales al cabo de 12 semanas de la inoculacién.

d) Custro grupos de 10 pollos Brown Leghorn, li-

bres de antlcuerpo, se inoculur:n con dosis de aproximd-

damente 104 por ave. Permenecieron clinicamente norma-

’

les durante seils semanas; se sacrificaron y no mostraron

1e§ibnes macrogcépicas.
Pruebasg deAinmunogenicidad:
' a) Se inoculd a un grupo de pollos "Sykes Linea
50" de un dfa de edad, como sigue:-
27 con 10% pfu de la 36% migrecién del virus por
ave. - R V |
Al cabo de 10 dfas, el grupo inoculado junto con

dos,gruboe‘dé contrastaciéq dé 27 y 25 aves, respeet;va4

- mente, se expusieron al efecto de la enfermedad mediante

inoculacién con une dosis de 150 pfu del nivel de 7% mi-
gréoién del virus HPRS 16 por ave, Las mortalidades ob=

gervadas seis meses mas tarde fueron como sigue:

Grupo . Indculados"Cogtrastg - Contrasta-
: cion __~ cion
Nﬁmaro’de;aves , , 27 27 25

Nimero de aves muertas @@ 5 27 . 21
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Los resultados obtenidos demuesiran gue 21 grupo
“inoculado se encontraba protegido y que un grun porser-
taje de les aves sobrevivid al riesgo de la inoculaciédn.
b) En un experimento adicionel se lnocularon gru-
5 pos de 20 pollos "Sykes Linea 50" (de ur dfa de 2dad)
con dosis difarentés de los virus atenuados de Frant y
HPRS 16. Al cabo de 20 dfas las aves, junto com gfupos'
de contrastacidn ho vacunados, 3e expusieron a 1ln 1noéu— ’
lacién por via intramuscular con la esitirpe o clase ate- ‘
10. nuada de HPRS 16 empleando una dosis de 102 pfu por ave,
Todos loa pollos se sacrificaron‘al cabo de 5 meses y ée |
sometieron a exsmen macroscdpico para determinar las le-
siones sufridas. -
Los resultados obtenidos fueron los que siguen--

Dosie pfu/ﬁve Estirpe atenuada de Frant Estirpe, atenuada HPRS 16 Contrag

9x103° 9x102 10 102 3x10 tacién_

Némero de aves 20 20 20 20 20 20 10
Ninero de aves o

con lesloney 2 5 15 5 12 2 8

15. ¢) Con el fin de hallar la mejof,dosis necesaria pg

ra proteger .a las aves contra las formas naturales de in-
feceidn, se inocularon grupos de 20 pollos del mismo tipo
con estirpe de Frant atenuads a varios niveles de dosificg

cidn y se expusieron manteniéndolos en gontacto con un gru

20. ro de otras 20 aves previamente inoculadas con 100 pfu por

ave de la estirpe aguda sin atenuar HPRS 16 para proporcié

nar ung fuente de inféccidén. Se sacrificaron todas las

aves al cabo de cinco meses y los resultados indicados a
25. oontinuacién muestran le incidencia de la enfermedad de

Maret en los grupos representativos.
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Namero de aves

Ninero de aves
con lesiones

1C.

20,

103 102 10 Ninguna. Grupo Aves
de contrasta- Tuonte de in
. gién fogeidn
20 20 20 20 20
0 2 8 17 20

Ls evidente que una dosis de 1.000 pfu por ave pro-
porciona una proteceidn ﬁdeeuada éontra la infecbién procg
dente de oiras aves en la bandeda.

Prusbs de Estebilided:

Se experimenté la estabilidad de la estirpe de Frant
atenuada aislando el virus de la sangre.de un pollo "Sykes
Linea 50" inoculadb en el experimento para haller la ausen
cia de patogenicidad ¥ desarrollando el virus en un culti~

vo de riiion de pollo libre do enfermedsd de Maret. Ia ex-
perimentacidén en cultivo de tejido demostré que la estirpe

carecia de antigeno "A". Veinte pollos “Sykes Linea 50"
de un. dfa de edad inoculados con la estirpe o claze aisla
da permanecieron cliniceamente normeles durante 6 meses por
lo menos, lo ouel indica que 10 hubo inversién e la forma
patégens.

Se realizaron prusbas en bolsas de las mejillas de

hémsters (mermotas de Alemania) segin el método reconocido.

Ninguno de los animales que‘reoibieron le estirpe atenusda
en asociacién con células de fibroblasto ds ewbrién de PO~
1lo mostraron sintomas de ninguna clase. BEstos resultedos
quedaron confirmados en dos grupos de tres hémsters recién |
nacldas, qﬁe no mostraron sintomas clfnicos al cabo de 8

semanas de tratamiento.
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Pruebas de Propagacidn:

Un grupo ue aves "Sykes ILinea 50" vacunadas se
dejaron en contacto con aves susceptibles durante 4 me
ses. Se tomaron muestras de sangre quincenalmente de
ambos grupos y se experimentd en cus sveros para hellar
1a présencia de anticuerpo y de virus de la vacuna. Ali
cabo de 11 semanas de la vacunacidén se tomaron muestras
de sangre de todas las aves y ce experimentd en las ca-
pas externas de su sangre para hallar la presencie de
virus de ls vacuna. La tabla que sigue muestras los re-
sultados obtenidos:

. Vacunados con

102 pfufave _  En contacto
Ndmero de aves . 5 10

Anticuerpo detectado  todos vositivo al Ninguno positi

cabo de 10 semanas vo al cabo de
. 4 meses

. Virus aislodos - 3 0

Pruebs de Proteccidn contra virus sgudos diferentss:

Se eligleron 3 grupos de 18 aves "Brown leghorn”
libres de enfermedad de Maret. £l primer grupo se inoocu

16 con una estirpe atemmade de "Frant N® 2" en circuns-

. tancias independientes y no relacionadas con el aialamiog

to de la estirpe de Frant descrita antggiormente. Cada
ave recibid 500 pfu del virus de "Frant N¢ 2" y se utili
26 como riesgo por contacto para aves augoeptibles de ’
contragtecidn (grupo 2) y un tercer grupo vacunado con
1.000 pfu por ave de la estirpe ntenuads de Frent., Se to’
maron muestres de sangre de las aves a intervalos y se

experimenté en sus sueros para hallar la presencia de an
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ticuerpos a la vacuna y & los virus "Frént Ne 2%, A1 ca

bo de ocho semangs de haber comenzado el experimento,

solamente dos de las aves vacunadas tenfa exticuerpos

.‘a los virus de la enfermedad sguda, nlentras que ocho

de las once aves de contrastacidén tenfan dicho anticuer

po. El experimento demostrd fembiéfn que las estirbes

i
‘e

atenuadas se propagarian libremente a cualquiers de los
contactos, segin cebria esperar gue ocurriera en granjas.

. Pruebas_de Idoneidad pers wtilizacidn como Vaocuns:

Se experimentaron migraciones de la estirpe de
Prant para hgllar micoplesma y se descubrid que se encon

traban libres de dicha contaminacidén. EBntonces se reali

~ zaron experimentos en granja con una vacunag que contenia

estirpe atenuada de Frant en forma asociéda con Qélqlaa
fibroblédsticas de embrién de pollo, incluysndo warios mi
les de aves.. La vacuna (0,2 ce, 10? pfu) se inyectd por
‘v{a intramusculer en las patas de las aves. En cada ca-
" 80 se inoculd la mited de la bandade con.1.000 pfu por
vi{a intramuscular. Siempre qué se presenté incidencia
do la enfermedad de Maret en aves sin inoecular de la ban
dada, aquellas que habian recibido la vacuna permanecis-
ron inafectadas. ' - '

~ Ejemplo 3
Experimento con lg estirpe HFPRS 16:

Esta estirpe, al cabo de 15 migraciones segin el .
Ejemplo 1, se somet1d a migracién 12 veces méds en cdlu~
las de rifién de pollo, en Wedio N2 1; 12 veces en célu-~
las fibrobldsticas de embridn de pollo en Medio Ne 3, ¥
12 veces en células fibroblduticas de embrién de pato en

Medio N® 3, Ta estirpe. se experimentd entonces en pollos
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"Sykes Linea 50" de un dfa de edad, que ge inovul-ron

con 103 pfu da la estirpe y despuds se tuvieron clinicg

‘mente en observadidn durante sels meses. No aparecieron

gintomas ¥y hubo ung augencls ~ompleta de leslones cuan~

do se sometlieron todes las eves o un examen postmortem,

Ejemplo 4

Experimentos con ls estirpe "Prant No. 2": .

Eata estirpe altemente patdgens, llamade estirpe .
"Frant N¢ 2", se ada};_té primeramente ¢ las 24lilas de
rifién de pollO'ﬁediante tres migraciones en cultivos en
Medio N2 3, y se atenuaroa mediante 15 migraclones adie
cionales en cultivos primarios de fibroblasto de embridn
de pollo empleendo Medios N% 2Vy'3. Ia estirpe demostrd
heber perdido completamente su ant{geno "A", y era apatsd
gena, inmunogénica y su uso ofrecia seguridad en vacunas
segin los expérimentqs'orpruebas ya descritos.

. Ejempio 5.

Se atenud el virus de estirpe JM de la enfermedad
de Meret por migraciones en células de rifidn de pollo |
(3 migraciones empleando Medio N% 1) seguido de migracig
nes en Fibroblastos de embridn de pato (3 migraciones)

emplesndo Medio N2 3. Finalmente la estirpe fué someti .

-da de 15 a 18 migraciones en fibroblastos de embridn de

pollo empleando Medio N® 2., La estirpé“atenuada asi ob
tenida se hallsba libre de antfgeno "A" y tenia uns, gran ;
pureza. Los agentes de leucosis y otras materies coﬁta-
minantes a aves presentes en los rifiones de pollos =e
eliminan por seleccidn en procesos subsiguientes de mi-
gracién en las células fibrobldsticas de pato y pollo..

La estirpe se experiment6 segin 1os.procedimientos expues

!
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tos en el Ejemplo 2 y demostrd ser altemente satisfacto-
ria como vacuna.

Ejemplo 6
Se siguid el procedimiento descrito en el Ejemplo

5 empleando estlrpes GA, CAL-1 y CONN-A separadwmaﬁte pa-

ada virus gtenundo se ela-

Este ejémplo describe los resultados cbtenidos con
experimentaciénes a gran escela utilizando la vaouna pre-
parada segin se ha descrito en el Ejemplo 1.

Se vacunaron pollos de un dfa de edad y de tres se
manas de edad por via intraabdominal.(1ntraperitoneal) :
con una sole dosis de la vacuna preparada a partir de 0s-
tirpe atenusds de HPRS 16. Cads pollo recibié una dosis
del orden de 0,2 & 1,0 cc, de le vacuna. Los pollos ge
mantuvieron en coﬁdiéiones normales do unaigranja durante
un periodo de 235 dfss. ILa incidencin de la enfermedad

de Maret y otras enfermedades no especificadas, pertiou-

5.
‘ra producir virus atenuados.
boré en forma de vacuna.
Ejemplo 7
10.
15.
20.

Jermente coccidiosis, en los pollos vacunados y en grupos

de contrastacidn no vacunados se expone en las tnblas que

siguen: o .

18X Experimento Un dfa de° 3 semanas

edad de edad Sin vacunar
Nimero total 1.000 .~ 1.000 2,000
Mortalidad total 5 0,05% 8 0,084 42 2,1 %
Mortalidad por enferme- :
dad de Maret 0 0 % 0 0 % 17 0,85¢%
Nortalidad por enferme- ' | |
dad no especificada 5 0,054 8 0,084 25 1,25 %




.
.

Desorite suficientemente la naturaleza del invenf

to, as{ como la manera de reslizerlo en la practica, de-

20 Experimento Un dfa de 3 ‘somanas
edad do edad fiin vacunar
Ndmero total 1.250 1.250 2,500
Mortalidad total 18 1,444 19 1,52¢ 67 2,68 %
Mortalidad por enfermedad
de Maret P 1 0,08 % 1 0,084 7 0,284
Mortalidad por enfermedad .
no especificada 17 1,36 % 18 1?44 % 60 2,4 %
8L Experimento Sin vacunar
Kimero total 879 _ 2,700
Mortalidad total 29 328 % 443 16,4 %
Mortalidad por enfermedad
do Maret 9 1,03 % 115 4,3 %
Mortalidad por enfermedad _ -
no especificads 20 2,21 % - 328 12,1 %
42 kxperimento Sin vacunar
Nimero total 900 - 6.100
¥ortalidad total 36 4 % 1.789 29,3 %
" Mortalidad por enfermedad K
de Maret 12 1,334 1.076 17,6 %
Mortalidad.por enfermedad
no especificads ' 24 2,67 % 713 11,7 %
-NOTA4-

be hacerse constar que las disposlcionez.anteriormente

5. indicadas, son susceptibles de modiflicaclones de detalle

en cuanto no alteren su principio fundamental. También

se hace constar que el invento corresponds a una Solici-
tud de Patente, presentada en Ingleteira, éonAfecha 18
de noviembre de 1968, bajo el minero 54717/68, mcogiéndo-

se por lo tanto a los beneficios yue conceden los Conve=
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nios Internacionales en vigor, giendo lo que constituye

1o esencia del referido invento Y vor lo que se solici-
ta Patente de Invencién por 20 afios en Espafia, sobre:
PROCEDIMIERTO PARA LA OBTENCION DE UNA VACUNA ACTIVA CON
5. TRA LA ENFERMEDAD DE MARET; carascterizdndose por lo si-
' guiente: .

" 18.~ Procedimiento para la obtencién de una vacu~
na activa contra la enfermedad de Maret, caracterizado
porque, después de la atenuacién de virus vives de la

10. enfermedad de Maret en células aviares, el virus atenua-
do se formula como un componente sntigeno de la vacuns.

28 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque el virus atenusdo se encuentra virtual
mente exento de entigeno A.

15. : 3%,- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 6
2, caracterizndo porque la atenuacidén del virus se efec-
tda en células de polibs o patos, especialmente células
del rifién o fibroblastos.

4g - Procedimiento segun la reivindicacion 3, ca~-

20. racterizado porque la atenuacidn se efectde haciendo mi-
grar primero el virus en célules de rifién embionarias de
polluelos y despuds en fibroblastos embrionarioprdé po=-
llwelos o fibroblastos embrionarios de pato.

58, Procedimiento segin eualqgiera(de lae reivin

dicaciones 1 a 4, caracterizado porque el mimerc total de

// misraciones entre ls cepa original y la cepa de la vacuna
del virus es por lo menos de 20, preferiblemenme por lo
menos de 25.

68.— Procedimionto segin cuslquiera de las reivin

dicaciones anteriores, caracterizado porque la cepa de vi
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rus es la cepa HFREC. 16.
18,~ Procedimiento ssmin cualquiera de las rei-
vindicaclones enteriores, caracterizado porjue se¢ whili
za virue nsocisdo con célules aviares.
88,~ Procedimiento para la obtencién de wina vacu-
ne ective contra la enfermedsd de lMaret, tal y como que-
da sustanciélmente deécrito en ls presente Memoriu.
Esta Memoria conste de 27 hojas escritas a mdqui-

ng por une sola cara.

NATIONAL
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