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El objeto del invento es un procedimiento

para la preparacidén de una vacuna contra la fiebre afto
sa.
Ya son conocidos procedimientos para la pre
5 paracidn de vacunas con virus inactivado de fiebre afto
~ sa. En estos procedimientos se lleva a multiplicacidn el
? virus sobre la mucosa lingual deAanimales de ganado vacu
no vivos (0. Waldmann, G. Pyl, K.O. Hobohm y H. Moehlmann,
Zbl. Bakt. I, Orig. 148, 1, 1941), sobre mucosa lingual
10 de ganado vacuno aislada in vitro (H.S. Frenkel, Bull.
Off. Int. Epiz. 28, 155. 1947 y 39, 91 (1953), en culti
' vos celulares primarios de una finica capa de rifiones de
. terneros (B. Ubertini, B.L. Nardelli, &. Dal Prato, G.
Panina y G. Santero (1963), Zbl. Vet. Med. 93-101) .y en
15 = cultivos celulares de una (nica capa y en suspensidn de
, rifidn de cria de hamster (Macpherson y Stoker, Virology
; 16, 147, 1962). Las vacunas asi obtenidas son apropiadas
para inmunizar contra la fiebre aftosa a animales ungui-
culados, tales como animales de ganado vacuno, de ganado
20 porcino, corderos y cabras.
El cultivo del virus natural de fiebre af=-
~ tosa (procedimiento de Waldmenn) sobre la mucosa lingual
: de animales de ganado vacuno vivos presupone sin embargo
el suministro de un gran nfimero de animales de ganado va
25 cuno sensibles a la fiebre aftosa, y en la mayor parbte -
de los paises del mundo productores de vacunas contra la
fiebre aftosa estd prohibido por razones de vigilancia -
de epidemias, dado que mediante la obtencibn natural del
virus en los centros para obtencidén de virus creados pa-

30 ra ello existe un peligro permanente de propagacidn de -
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la epidemia. EL cultivo de virus de fiebre aftosa se~
gln el procedimiento de Frenkel, a causa de la necesi=-
dad de la continua preparacidén de cantidades suficien-
tes de mucosa lingual aislada de ganado vacuno recien-
temente sacrificado, tropieza en muchos lugares con con
siderables dificultades. EL cultivo de virus de fiebre
aftosa en cultivos de tejidos, especialmente sobre los
denominados cultivos de una Unica capa es muy cosboso
y largo para la produccidén a gran escala. Finalmente,
las vacunas de fiebre aftosa a base de virus de fiebre
aftosa, que habian sido cultivados sobre lineas de cé-
lulas heterdlogas, por ejemplo sobre la linea de célu-
las de rifion de cria de hamster, albergan en si mismas el
peligro de provocar sintomas alédrgicos en los vacunados ‘
en el caso de vacunaciones repetidas e incluso en el ca~
so de primeras vacunaclones.

Se ha encontrado ahora un procedimiento para
la preparacidén de una vacuna contra la fiebre aftosa por
cultivo de virus de fiebre aftosa, el cual estd caracte-
rizado porque se inicia la digestidn enzimdticamente en
estémagos de rumiantes limpios, se suspende el tejido di
gerido, en esta suspensién se multiplica el virus de fie
bre aftosa, se adsorbe sobre hidrdxido de aluminio y se
inactiva de manera de por si conocida; o en primer luger
se inactiva y a continuacidn se mezcla con un agente coag
yuvante.

El procedimiento de acuerdo con el invento
es apropiado para el cultivo en gran escala de virus de
fiebre aftosa y para la produccidn en gran escala de Va-r

cunas contra la fiebre aftosa. Es sencillo y barato, y
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- las materias primas estén disponibles casi ilimitadamen-

. Te. El virus de fiebre aftosa es cultivado sobre tejido

homblogo en el procedimiento de acuerdo con el invento.

- La. vacuna preparada a partir de éste no provoca ningin -

sintoma alérgico. s eficaz, estable y bien tolerable o

i compatible.

Para la realizacidn del procedimiento de -

. acuerdo con el invento se parte de estbdmagos de rumian~

. tes. Tal como es sabido, los estdmagos de los rumiantes

10

- son compuestos. Sus componentes mls importantes son pan-

f za, redecilla, libro y cuajar. En el procedimiento de a

~cuerdo con el invento se utilizan convenientemente estd-

Emagos de animales de ganado vacuno, especialmente panzas

¥y libros.

15

En una forma de realizacidn preferida del -~

_procedimiento de acuerdo con el invenbto, los estomagos,

"después de la retirada desde el animal sacrificado, son

lavados en frio, se retiran las columnas o pilares de la

. panza, las hojas del libro y las partes libres de vello~

20

sidad del fondo del estdmago -~ en tobal esbtas partes pe-

sen aproximadamente 1 a 1,5 kg seglin el tamafio del animal

- de ganado vacuno, ~ y se liberan de capas adiposas adhe~

rentes. Después del lavado y del cepillado en agua tibia

' ¥y a éontinuacién en etanol al 70%, los trozos de tejido

25

son recogidos en una solucidn salina isobdnica que con~

tiene un antibidtico (solucidn de lavado con antibidti-

. ¢c0), ¥ son desmenuzados, por ejemplo mediante una miqui-

na picadora de carne, que tiene un tamafio de orificlos de.

: 6 & 10 mm.
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ne antibidticos, (solucidén de lavado con antibidticos)
se utiliza ventajosamente una solucibn fisioldpica de
sal comitn, que conbtiene en cada litro %00 mg de estrep~
tomicina y 210 mg de penicilina y cuyo valor de pH ha -
sido ajustado a 7,4. En lugar de estreptomicina y peni-
cilina se pueden utilizar también otros antibidticos,ta
les como cloranfenicol.

| La papilla de tejido es lavada con frecuen
cia con solucibén fisioldgica de sal comfin hasta que los
liguidos de lavado salientes estén sbélo débilmente entur
biados, y a conbinuacién de esto es digerida con una so-
lucidn filtrada de modo estéril de un fermento proteoli-?
tico, preferiblemente una solucibén de tripsina a 28-402°C,
preferiblemente a %72C,. Convenientemente se utilizan 0,1

a 0,5, preferiblemente 0,25% de tripsina en una solucién:

© fisiolbgica tamponada de sal comiin. Por 200 g de papilla

de tejido se utilizan aproximadamente 500 ml de esta so-

lucibén de tripsina. La duracidn de la accidn de la trip-

. sina asciende a aproximadamente 20~100, preferiblemente

3 60-90 minutos. La accidn de la tripsina es interrumpida

mediante suero de ganado vacuno u obtro inhibidor de trip-
sina, tal como inhibidor pulmonar, inhibidor de haba de .

soja o ovomucoide (inhibidor de tripsina a partir de hug’

" vos de gallina). Si se ubiliza suero de ganado vacuno,

30 |
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hay que culdar de que el suero proceda de animales de -
ganado vacuno, que no hayan sido vacunados ya contra la
fiebre aftosa. La tripsina puede ser eliminada por lava—r
do desde la papilla de tejido bambién con solucidn fisigj
légica de sal comin.

Después del tratamiento con tripsina, la pa
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pilla de Tejido es dejada libre de gérmenes por trata-
miento durante 2 horas con solucidn de esterilizacidn
con antibidtico. Después del tratamiento con la solu-
cibn de esterilizacidén con antibidticos se decanta cui-
dadosamente la porcidn sobrenadante. Esta medidé y to—
das las ulteriores etapas de procedimiento se llevan a
cabo bajo condiciones estrictamente estériles. Después
de esto se lava la papilla de tejido con medio de Patty, .
y se inbroduce bajo condiciones estériles en un recipieg:
te susceptible de ser cerrado, provisto con un agitador,

y dentro de éste se inocula con una décima parte de su

: volumen de una suspensibén de virus de fiebre aftosa.

15 -

ILa solucidn de esterilizacién con antibid-
tico contiene por ejemplo 750 mg de estreptomicina,l320

mg de penicilina y 310 mg de nistatina asi como 9,6 g de

. hidrogenofosfato disddico por litro, pero la composicidn

20

puede variar dentro de amplios limites. El valor de pH
de dicha solucibn es de 7,8 . Por 200 g de papilla de -
tejido se consumen aproximadamente ©00 ml de la solucidn
de esterilizacidn con antibidtico.

En calidad de virus de fiebre aftosa, con

~ los cuales se puede llevar a cabo el procedimiento de -

o
\5

acuerdo con el invento, entran en consideracidn todos -
los tipos de virus habituales, por ejemplo los tipos de
virus europeos Q, A y C, los tipos de virus suremerica-
nos 0, & y C, los %tipos africanos SAT 1,2 y 3, asi como
los tipos asidticos, por ejemplo Asia 1.

A continuacidn la carga de cultivo es llevada a aproxi-

- madamente 5 veces su volumen con medio de Patty modifi-

30

20-7-70

cado, es ajustado a pH 7,6~7,8 con solucidn al 10% de bi



i

25

20-7-70

carbonato de sodio, y la suspensidn obtenida es agitada

. el de sulfato de dihidroestreptomicina a 0,3 mg/ml. 7
15

! posteriormente a intervalos de 6 horas, se afiaden por 1

- a 372C y 60 vueltas/minuto. Al mismo tiempo, se introdu-

' ce una mezcla filtrada de modo estéril de 95 partes de oxi
" geno y 5 partes de didxido de carbono, y la carga de culbi
ivo es saburada continuamente con oxigeno y didxido de car
ibono /el medio de Patty (Am. J. Vet. Res. 21, 144 (1960))
gcorresponde a la solucidn salina equilibrade de Hanks -

" (Hanks and Wallace, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 71, 196
;(1949)), la cual de acuerdo con Patty tiene ademis 10% de
10

suero de ganado vacuno, 0,06 mg de penicilina/ml y 0,1 mg

; de sulfato de dihidroestreptomicina/ml. Para el procedi-
; miento de acuerdo con el invento se aumentd el contenido

; de antibidticos a saber el de penicilina a 0,460 mg/ml y

.
—

12 horas después del comienzo del culbtivo y

. 1itro de la suspensidén aproximadamente 20 ml de una solu-
. ¢ién de cultivo con antibibticos. Se obbtiene la solucién
* de cultivo con antibidticos, por ejemplo, disolviendo 7,5

20

g de base de estreptomicina y 12 g de penicilina en medio

5 para virus VM-3, al que se ha afiadido 0,18% de glucosa.

. 1 medio para virus VM-3 tienc la siguiente composicidn:

8,00 g de cloruro de sodio/litro
0,30 g de cloruro de pobtasio/litro
0,18 g de cloruro de calcio/litro
0,09 g de cloruro de magnesio/litro

2,00 g de bicarbonato de sodio/litro

(Schwbbel y Siedentopf, Zbl. Bakt., I 181,
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'3 (1961)).

Ista solucidn es completada hasta 1000 ml con

' solucibn de VM-3 que contiene 0,18% de glucosa, y es ajus

: bada a pH 7,9-8,0 con una solucidn tampdn.

Para la solucibn de cultivo con antibidticos

. e puede escoger también la siguiente composicitdn:

7,5 g de base de estreptomicina/litro
12,0 g de penicilina/litro
9,6 g de hidrbgenofosfato disdédico/litro

Esta solucidn es ajustada a pH 7,9.

El valor del pH de la carga de cultivo es con

' trolado de modo continuo ¥y - cuando es necesario es regu-
- lado posteriormente a pH 7,6 hasta 7,8 por adicidn de so-

" lucibn al 10% de bicarbonato de sodio.

Después de 25 hasta 40 horas se hace cesar el

. cultivo de virus y se enfria la suspensibn a 42C. Con el

fin de destruir las células y de obtener los virus que se

encuentran en las células, se trata la carga con un vibro

- mezclador. A continuacidn se centrifuga la suspensidn de
© virus durante aproximadamente 10 minutos a 3000 vueltas/

" minubo. La porcibn sobrenadante turbia es mezclads con -

0,2-2j» de cloroformo y es agitada vigorosamente bajo en-

friamiento durante 10 minubos. Después de nueva centrifu
. gacibn durante 10 minubos a 3000 vueltas/ minubo se obtig

- ne un extracto casi transparente, que puede ser utilizado

como antigeno para la preparacidn de vacunas de fiebre af

tosa.

El contenldo de virus del’extracto obtenildo
es determinado con ratones. Grupos de 20 ratones de 5 a

7 dias de edad aproximadamente reciben, en narcosis con

-8 -
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. éter, cada uno 0,10 ml de las diluciones de virus 10'5,

107%, 1072, 10~

6, 1077 ¥ 10“8, inyectadas intraperitoneal

- mente. La duracidn del ensayo es de 7 dias. No se cuentan

:los casos de muerte antes del quinto dia, ya que el tiem-

po de incubacidn es al menos de 5 dias. Para las diversas

"diluciones se determina el punto final de 50% de acuerdo
" con Reed y Miinch (Amer. J. Hyg. 27, 493 (1938)). ILa con-
centracidn de virus estd& dada en DL de ratén/ml, es de

“cir la cantidad de virus que mata el 50% de los ratones.

La suspensién que contiene virus es mezclada,

_para la preparacidn de vacunas, bien con hidréxido de alu
‘minio bien con fosfato de aluminio de pH 7,7 hasta 8,3,
?ascendiendo el contenido de hidrdéxido de aluminio o el de
éfosfato de aluminio a 0,1 hasta 3,0%, preferiblemente a
15

2ejemplo con formaldehido o con beta-propiolactona - conve

0,4 hasta 1,0%, y es inactivada de manera conocida, por

' nientemente en presencia de 0,1 hasta 3,5/ preferiblemen:
'te 3% de saponina - o es inactivada mediante uno de estos
fmétodos y a continuacidn es tratada con un agente coadyu-
;vanté para formar una suspensidn de agua en aceite. Para
Eesﬁo son apropiadas, por ejemplo, en calidad de componen~
' te oleoso, vaselinas ligquidas purificadas y en calidad de
J agente favorecedor de la emulsidn sesquioleato de sorbita
" no o monooleato de polioxietilénsorbitano. La vacuna aca-
25
: y & la estabilidad.

bada es ensayada en cuanto a la inocuidad, a la eficacia

Inocuidad:

Para el emsayo en cuanto a la inocuidad se in

- yecta subcuténeamente en una cantidad de 0,1 ml, a 100 ra

- tones, una vacuna preparada de acuerdo con el invento.Los
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animales son observados durante un intervalo de tiempo de.

14 dias. la vacuna es consideradsa como inocuva cuando los

animales, en el espacio del tiempo de observacidn, no mues

" $ran ninglm sintoma de enfermedad.

Eficacia:

La eficacia de la vacuna de fiebre aftosa pre-
parada de acuerdo con el invenbto es ensayada con animales
de ganado vacuno de 1 afio. Estos reciben 5,0 ml de los pro
ductos del procedimiento subcubéneamente y son infectados

21 dlas después de la vacunacidn cada vez con 10* DLy de

ratébn/ml de los correspondientes tipos de virus en la mu-
icosa lingual. Al mismo tiempo, se infectaron del mismo mo
jdo también animales testigos. Se mostrd que las vacunas de
acuerdo con el invento proteglan a los animales de ganado.
vacuno contra una enfermedad de fiebre aftosa generaliza-

. da. Los animales testigo no vacunados, por el contrario,

enfermaron de modo generalizado de fiebre aftosa.

Estabilidsad:

Las vacunas preparadas de acuerdo con el in

vento fueron almacenadas durante un afio a 4-62C, Después

de este tiempo permanecian todavia enteramente eficaces.

Ejemplo 1

200 g de material de panza limpio (tejido-
¥ columnas—global) es recogida en solucidn salina isotd-

nica que contiene un antibidtico (solucidn de lavado con

 antibidtico) y es desmenuzada en la miquina picadora de

- carne. La papilla de tejido obtenida es lavada con solu-

- 10 -~
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'a la papilla de bejido 500 ml de una solucién de tripsina

al 0,25% de pH 7,9 y se mantiene el conjunto durante 60

"minutos a 379C. Después se hace cesar la accidn de la trip-

"sina mediante 20 ml de suero de ganado vacuno nabtural. 4

continuacidén la carga de ensayo es inoculada con 50 ml de
una suspensidn del virus de fiebre aftosa suramericana ti-
po O, cuya concentracidn de virus es de 1077 DLBO de ra-~
tén/ml, y la carga total es completada a 1000 ml con medio

modificado de Patty. Con 20 ml de solucidn al 10% de bicar

‘bonato de sodio se ajusta el valor del pH a 7,6 y se agi-~

ta la suspensidn obtenida a 372C y 60 vueltas/minuto. El

‘valor de pH de 7,6 es controlado de modo continuo y, - cuan

'do es necesario - es corregido. Después de 12 horas, ¥ lue

go continuamente después de 6 horas, se aiiade solucidn de
cultivo con antibidtico.

Después de 30 horas de incubacién se interrum-
ipe el cultivo del virus y se enfria la carga a 42 C.
| Para facilitar la extraccidén del virus, las
‘células son desmenuzadas por tratamiento con un vibromezcla
dor y la suspensidn de virus obtenida es centrifugada du-
érante 10 minutos a 3000 vueltas/minuto. La porcidén sobrena
;dante es agitada vigorosamente después de esto con 1% de
¢loroformo durante 10 minutoes, bajo enfriamiento, y es cen
‘trifugada nuevamente durante 10 minutos a 3000 vueltas/mi-
‘nuto.

720 ml de la suspensidn de virus obtenida,
‘cuya concentracidén de virus asciende a 10 ""%4e DL5O de ra
%tén/ml, son mezclados con 230 ml de una suspensién al 2%

de hidréxido de aluminio, y ademds con %0 ml de una solu-

-1l ~
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. c¢idn al 10% de saponina, 10 ml de tampdn de glicocola de

PH 9,2 y 10 ml de una solucibén al 5% de formaldehido, y

son inactivados durante 96 horas a 262C. En total a par~

tir de 200 g de material de partida se obtuvieron 1000 ml
5 :de vacuna contra la fiebre aftosa. Esta vacuna fue ensaya-

da con crias de ratdén de 5 a 7 dias de edad. Se mostrd co-

‘mo inocua.

Ejemplo 2

De acuerdo con el Ejemplo 1 se prepara una

10 'suspensién de tejido a partir de material de panza y se

?inocula con el virus de fiebre aftosa suramericano tipo

A (Concentracibn de virus 10771:% DLSO de ratén/ml). El

‘cultivo del virus fue interrumpido después de 36 horas. Ia

-concentracidn de virus de esta carga era de 107713 DLBO de
15 .ratén/ml. La cosecha del virus y la preparacién del virus -

‘se llevaron a cabo de acuerdo con el Ejemplo 1. También es

ta vacuna se mosbtrd como inocua en el ensayo en crias de

raton.

Ejemplo 35

20 De acuerdo con el Ejemplo 1 se descompone te-
-jido de panza con 0,25% de tripsina, se hace cesar la ac-
cidén de la tripsina mediante 20 ml de suero de ganado va-
.cuno y se inocula con el virus de fiebre aftosa suramerica
;no tipo C (concentracidn de virus 10"7’2 DLBO de raton/

25 ml). Después de 32 horas de duracién del cultivo, el virus

es cosechado (concentracidn de virus 1076,8 DL50 de ratdén/

20-7-70 -12 -



ml) y a partir de esto se prepara una vacuna de acuerdo
rcon el Ejemplo 1. En el ensayo en crias de raton esta va-

cuna era inocua.

Ejemplo &4

5 1 A partir de partes iguales de las vacunas mo-
‘novalentes obtenidas segin los Ejemplos 1, 2 y 3 se produ
ce por mezcla una vacuna trivalente contra los tipos 0, A
¥ Cy se ensaya en cuanto a la eficacia con 12 animales de
ganado vacuno de 1 afio de edad en una dosis de 5,0 ml (uub-

10 cuténeamente) 21 dias después de la vacunacién se infec-
:tan en la mucosa lingual, cada vez, 4 animales de ganado
vacuno jovenes con el tipo de virus Ol,'4 animales de ga-
gnadp vacuno jévenes con el tipo de virus Ay, y 4 animales
‘de ganado vacuno jovenes con el tipo de virus O, a saber |

l5zcada vez con 10* DL50 de ratén/ml de los correspondientes
;tipos de virus. Los animales vacunados eran inmunes contra
%1os tres tipos de virus, los animales btestigo, también so-
émetidos a una infeccidn de carga o en blanco, enfermaron A
%por el contrario siempre de modo generalizado de fiebre -

20;aftosa del tipo con el que habian sido infectados. La va-
;cuna preparada de acuerdo con el invento se mostrd por cog
fsiguiente como enterasmente eficaz.
' La presente solicitud que corresponde a la
?presentada en la Replblica Federal Alemana, el 25 de Julio
25?de 1.969, bajo el nimero P 19 37 760.7, se acoge a los be~

ineficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propig

t

20-7-70 % - 13 -
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que
- se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa—
5 tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si-
f guientes:
1.~ Procedimiento para la preparacién de una
vacuna contra la fiebre aftosa por culbtive de virus de fig
-bre aftosa, caracterizado porque se inicia la descomposi=-
10 cidn enziméticamente en estdémagos de rumiantes, se suspen
ﬁde el tejido descompuesto, se multiplica el virus de fie-
" bre aftosa en esta suspensibn, se adsorbe sobre hidréxido
}de aluminio y se inactiva de manera de por si conocida; o
~en primer lugar se inactiva y a continuacidn se mezela con
25  un agente coadyuvanbe.
; 2.- Procedimiento segln la reivindicacidén 1,
: caracterizado porque se ubtilizan panzas y libros de anima
rles de ganado vacuno.
/o 3.- Procedimiento segln las reivindicaciones

7

/; 1 y 2, ceracterizado porgque para la digestidn enzimitica

. del material de tejido se utiliza tripsina.

K /; 4,~ Procedimiento para la preparacibn de una

! i
30-7-70 - 14 -



vacuna contra la fiebre aftosa.
| Tal y como se ha descrito en la Memoria que
“antecede y para los fines que se han especificado.
Ista Memoria consta de quince hojas escritas
5 a miquina por una sola cara.

Ezﬂm: i |

Madrid,

P.4.

€

Albert
por Fodol
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