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La presente invencidn se refiere a una vacu-

ne contra un nuevo agente tipo virus corona que es un
factor causante en la diarrea neonetal de terneros, y
a un método para obtensr dicha vacuna. En particular,
la invencidn consiste en un método pars atenuar el vi-
rus tipo virus corona por paso en serie en celulas de
rifion de vacuno fetal, y & la vacuna asi obtenida.
Ademas, se prepara une vecuna desactivando el agente
tipo virus coronz tras haber sido propagado en culti=
vos en células.

Fundamentos e identificacion dsl agente tipo virus

corona

Los factores etioldgicos de la diarrea neona-
tal de terneros (DNT) son comple jos. Numerosos organis-—
mos han sido implicados como causas de esta enferme-
dad, incluyendo bacterias, hongos, micoplasma, clami-
dia y virus. Algunos virus especificamente enumerados
han sidO'la'diarrea viral bovina, rinotraqueitis bovi-
ng infecciosa, adenovirus, enterovirus y virus de Ha-
den. Otros virus que han sido sefialados como agentes
etioldgicos de la DNT son el virus de la enteritis
neumonia de terneros y un agente tipo reovirus denomi-

nado virus DNT. El método para preparar uns vacunsa

eficaz contrae este agente tipo reovirus de la DNT es-

ta descrito y reivindicado en la solicitud de patente
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de EE.UU. N2 de serie 197.520, presentada el 10 de
noviembre de 1.971.

Em el curso de ensayos en campo de la vacu~
na preparade a partir del agente tipo reovirus se ob-
8ervo que en ciertos rebafios en el oeste de Nebraska
se producia un control inadecuado de la enfermedad de

los terneros. (Vet. Med./Small Anim. Clin., 67(2),

173 (1972)). Tipicamente, los terneros habian recibi-
do la vacuna durante las primerss 24 horas de vida,

y sin embargo las diarreas se desarrollaron en varios
rebafios cuando los terneros tenfan de 5 a 20 dias de
edad. Las heces diarreicas de estos terneros fueron
examinadas para determinar el virus tipo reovirus,
usando la téenica de anticuerpo fluorescente, y se ha-
llaron negativas.

Les heces diarreicas de uno de los rebafios
vacunados en el que el 90 por ciento de los terneros
fueron afectados cuando tenfan 7-12 dias de edad fue-
ron inoculadas por inyeccidn duodenal en un termerc
privado de calestros y nacido por cesares. Este ternero
desarrolld diarrea de la que se prepararon filtrados
fecales exentos de bacterias que fueron inoculados

oralmente en terneros gnotobidticos. Estos terneros
desarrollaron diarrea, indicando asi a otro agente

viral como caussa de la diarrea. El examen al microsco-

-3 -
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pio electronico de las heces diarreicas de los terne-
ros experimentales revelo un agente tibo virus corona.
Se hallaron particulas virales similares en las heces
diarreicas tanto de rebafios vacunados que participaban

en los ensayos en campo como de rebafios en los que no

se habfa usado vacuna.

Este nuevo agente tipo virus crorona ha sido
ahora purificado e identificado en mayor detalle. Se
ha descubierto que este virus tipo corons puede ser
propagado y modificado en cultivos de células hasta
formar una vacuna eficaz. Tembién se ha descubierto
que se puede preparar una vacuna eficaz desactivando
el virus tras haberle hecho crecer en culiivos de cé-
lulas. Por tanto, la presente invencidn coneiste en
vacunas eficaces contra este nuevo agente tipo virus
corona, y en métodos para preparar y administrar esta
vacuna. Le purificacidn y desceripcidn de este sgente
estan ahora descritas en Am. J. Vet. Res. 33, 1147-56

(1972).

Purificacion del agente tipo virus corona

Se recogieron muestras de material fecal de
terneros diarreicos en 19 rebafios de ranchos en el
oeste de Nebraska. Los terneros de 12 de les 19 reba-
fios habien sido inoculados previamente por via oral

con vacunda de virus tipo reovirus DNT, mientras que los
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terneros de los rebafios restantes estaban sin vacunar.

Los frotis fecales de terneros diarreicos fueron tefii-
dos con un conjugado inmunofluorescente, para ensayar
el virus DNT (Univ., de Nebraska, Agri. Exper. Ste. Res.
Bull. 233, 1969), y solo se usaron las muestras nega-
tivas al virus DNT. El material fecal diarreico recogi~-
do de terneros con infeccion natural en el campo, y de
terneros infectados experimentalmente, fue congelado
inmediatamente y almacenado a -20 a ~602C hasta que se
empezd la purificacidn viral.

Se prepararon gradientes de densidad de saca-
roea, que se dejaron reposar durante la noche a 42C
para formar un gradiente lineal antes del uso. Los gra-
dientes consistian en 8 ml de cada uno de 400, 300, 200
y 100 mg de sacarosa por mililitro de agua destilada
desionizada. Las concentraciones en disminucion fueron
dispuestas en capas en tubos de centrifuga de nitrato

de celulosa, de 2,5 por 8,9 cu.

Todos los métodos que conducen a la purifica-
cion viral fueron efectuados a 42C. Se usaron una cen-
trifuga clinica y una ultracentrifuga.

El materisl fecal diarreico fue mezclado con
tres volumenes de agua desionizada y centrifugado a
5000 g durante 30 minutos. El material sobrenadante

fue centrifugado luego durante tres horas a 25.000 rpm

-5 -
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en un rotor tipo 30. El grénulo resultante fue disper—
sado por sonificacién durante 30 segundos en solucion
de sacarosa al 5% (peso/volumen) . Esta suspensidn sera
denominada suspension viral cruda.

La suspension viral cruda (5 ml) fue dispues-
%a en capa sebre los gradientes en los tubos, y se cen~
trifugd a 25.000 rpm durante 2 horas en un rotor SW 27.
Tras la centrifugecion se localizaron las bandes por
dispersidn de la luz. El materiel de cada banda fue re-
cogido desde la parte superior del tubo de centrifuga,
usando uns pipeta Pasteur provista de una propipeta.
Ias muestras fusron dializadas contra solucion de aceta-
to emdnico al 1%, antes de efectuar la microscopia elec-
trénica. La fraccion que contiene virus (virus semipu-
rificado de la banda que estaba a 6 cm del menisco) fuse
sometida & més purificacidn por centrifugacién con gra-
diente de densidad de sacarosa o por centrifugacidn
con gradiente de cloruro de cesio (CsCl).

Le preparacion de virus semipurificada fue
purificada adicionalmente repitiendo el procedimiento
de centrifugacion con gradiente de densidad de sacaross
entes descrito. De nuevo, se localizaron las bandas y
le banda a 6,0 cm del menisco fue recogida y dializada
contra acetato amdénico al 1%, pars producir un virus

purificado.
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Se efectuaron centrifugaciones con gradimnte
isopicnico de la preparacion de virus semipurificada,
con CsCl, partiendo de una solucion al 30% (15 g de
CsCl wes 35 ml de agua desionizada). Esta solucidn (4
ml) fue puesta en tuvos de centrifuga de nitrato de ce-
lulosa, y en cada tubo se depositd una capé superior
con 1,4 ml de suspension viral. Se uso un rotor SW 65
a 60.000 rpm durante 18 horas, tiempo en que se habia
alcangado un equilibrio aparente. El indice de refrac-
cion del CsCl en la zona en que'se localizd el virus
fue determinado usandc un wedidor TS. La banda a 2,9 cm
del menisco fue recogida y dializada contra solucion de
acetato amonico al 1%, dando un virus purificado.

La suspension viral cruds antes mencionads
k15 wl) fue también fraccionada por filtracidn en gel,
en una coluuna de 4,2 por 42 cm de gel (Sepharose 2B,
Pharmacia Fine Chemicals, Inc., Piscataway, N.J.). La
columna habia sido equilibrada previamente con NaCl al
0,9%, y fue revelada con esta solucidon salina. Se usé
un caudal de 6,0 ml/hora. Se recogieron fracciones de
5 ml, y la abgorbancia fue determinsdas a 260 /om  con
un espectrofotdmetre. Los materiales de cada uno de los
diferentes picos fueron combinados y concentrados sepa-

radamente por ultrafiltracion.

Tembién se usé un método simplificado para la
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preparacion de virus a partir de material fecal dia-
rreico procedente de termeros experimentales. El mate-
rial fecal fus centrifugado directamente a 3.400 g du-
rante 30 minutos. Una porcion del material sobrenadan-
te fue sometida & extraccidn dos veces con dielorodi-
fluorometano. La fase acuose (5 ml) y el material so-
brenadante (5 ml) sin tratar fueron sometidos a centri-
fugacion con grediente de densidaed de sacarosa, como se
ha descrito antes.

El virus concentrado por centrifugacién con
gradiente de densidad fue usado para estudios con mi~-
croscopio electronico, y también como antigeno para in-
munigacidn de conejos, para preparar un conjugado para
andlisis inmunofluorescente. Unos conejos domésticos
blancos de aproximadamente 6 meses de edad fueron san-
grados del corazon (14 wl) y sometidos luego & inyec-
cidn intramuscular en cuatro puntes, con 0,25 ml por
punto de une mezcla de 0,4 ml de antigeno y 0,6 ml de
coadyuvente de Freund completo. Cinco semanas tras la
inoculacion se recogieron 70 ml de sangre por puncidn
cardiace. Se preparo gamma globuline marcade con fluo-
resceina, a partir del suero post inoculacidn, por mé-
todos conocidos (Proc. U.S. Livestock San. Assn., Oct.

1968, 139-144).

La presencia del agente tipo virus corona pudo

-8 -
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ser detectada en el intestino infectado por la técni-
ca inmunpfluorescente usando el conjugado antes prepa-
rado. La especificidad de este conjugado para el agen-
te tipo virus corona fue claramente mostrada en la
siguiente serie de ensayos. Unas secciones de intesti-
no de terneros diarreicos que habian sido infectados
con agente tipo virus corona fueron tefiidas con el
conjugado, y g observo la fluorescencia de las célu-
las vellosas. El intestino del mismo termero mno tenia
fluorescencia cuando fue tefiido con el conjugado del
agente tipo reovirus antes mencionado. Unas seccienes
de intestino de terneros diarreicos que'habian sido
infectados con el virus tipo reovirus fueron positivas
cuando fueron tefiidas con el conjugado del agente tipo
reovirus, y negativas cuando fueron tefiidas con el con-
jugado del agente tipo virus corona. Unas secciones

de intestino de ternmero gnotowidtico normal no tenian
fluorescencisa cuando fueron tefiidas con el conjugado
del agente tipo virus corona. Unas secciones de un in-~
testino de termero gnotebidtico normal no tenian fluo-
rescencia cuando fueron tefiidas con el conjugado del
agente tipo virus corona.

Morfologia del virus

La banda que contiene virus, resultante de

la purificacién por ultracentrifugacion con densidad

-G -
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en gradiente, fue examinada por examen al microsco-

pio electronico. Unas gotitas de las bandas fueron
aplicadas a rejillas de cobre de T4 wicras de aber—
tira que habian sido previamente revestidas con co-
lodion y reforzadas con carbono evaporsdo. Se dejd
que las gotitas permeneciesen sobre las rejillas du-
rante 3 a 25 minutos, dependiendo del grado de dis-
persion de luz de la banda que se estuviese estudiando.
Fl exceso de fluido fue absorbido con papel de fil-
tro, y luego se plico a la rejilla una gotita de
solucidén de acido vanadatomolibdatofosfowolfrdmico.
Se dejo que la mancha permeneciese sobre la rejilla
durente 1 a 1,5 minutos antes de eliminar el exceso
usando un papel de filtro como sescante.

Las muestras fueron exaeminadas con un microg
copio electronico, con unos aumentos en el instrumen—
to de 32.000 o mayores. Las determinaciones de tama-
fio se hicieron por asnélisis dimensionel de las micro-
grafias electronicas de las muestras, y duplicados
de reticula de difraccion que fueron tomados inmediata-
wente después de las wmicrogrefias electronicas de la
muestra, sin alterar los calibrados del instrumento.

El tamafio de las particulas virales comple-

tas estaba comprendido entre 107 y 160/um en la misma

_ micrografia, y tenian proyecciones superficiales si-

-10 -
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milares a las observadas para los virus corona. EL
tamafio medio de las particulas, incluyendo las pPro-
yecciones superficiales, segun se deterwind por micros
copia electronica, era 126/um. El ﬁucleocépsido era
polinérfico, y varigba en tamafio y forma entre redon~
do y oblongo. Las envolventes de los nucleocépsidos
eran particularmente evidentes cuando se perdieron

los cilios. La anchura de los cilios era variable
hasta un méxiwo de 23 qm. Las proyecciones superficia-
les de particulas bien conservades tenfsn forma de
petélo unido a la particula por un tallo fino, y una
nedia de 1l /um de longitud.

El agente tipo virus corons descrito en la
invencion se diferencia facilmente, en base s tamafio
y caracteristicas morfoldgicas, de otros virus que
han resultado ser, o de los que se ha propuesto que
son, un factor etioldgico en la diarrea neonatal de
terneros. El agente tipo virus corona agui descrito
tiene caracteristicas morfologicas diferentes, y es
mayof que los enterovirus, virus de la neumonfa-ente-
ritis de terneros, diarrea viral bovina, virus de
diarrea neonatal de termeros (tipo reo), y virus de
Heden. Este nuevo agente es més pequefio, y le faltan
las caeracteristices morfolcdgicas tipicas del virus

de la rinotraqueitis infecciosa bovina. La densidad

- 1] -
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de flotacion del agente tipo virus corona purificado
era 1,24 usando CsCl, mientras que el agente tipo
reovirus tenfa una densidad de flotacidn de 1,359

(Can. J. Comp. Med., 35 (1971)).

Los efectos fisioldgicos del agente tip§
virus corons también difieren de los del virus tipo
reo. El periodo de incubacion tras inoculacidn oral
de terneros gnotobioticos con el agente tipo reovirus
puede ser tan corto como 13,5 a 14 horas, mientras
que el mds corto periodo de incubamcion observado con
el agente tipo virus corona era 18 horss. Ademés, los
terneros gnotobidticos infectados con reovirus tienen
diarrea durante 5 a 8 horas, y luego parecen normales
24 horas después de la iniciacion de la diarrea. Por
otra parte, los terneros gnotobiéﬁiéos infectados con
agente tipo virus corona desarrollan diarrea y pueden
continuar teniendo diarrea 5 o mas dias, o0 pueden mo-
rir 2-3 dfas después de empezar la diarrea.

Preparacion y uso de la vacuna

la siguiente descripcidn ilustra métodos Uti-
les para efectusr la invemcidn; sin embargo, se ha Qe
entender que estos no son limitativos.

El agente tipo virus coronz obtenido de ter-
neros infectados y aquf descrito fue propagado en cé-

lulas de rifion de bovino fetal. El virus puede ser pro-

- 12 ~
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pagado también en células de otros tejidos, o lineas

de células de origen bovino u otro. Los cultivos de
celulas en capa unica son preparados por métodos co-
nocidos e inoculados con el agente tipo virus corona.
5 En general, los cultivos en capa unica son lavados
con solucion salina equilibrada de Hanks, y luego
se afiade un inoculo viral y se deja que sea absorbi-
do durante varias horas, en general 2 horas, a apro-
ximgdamente 372C. Se afiade un medio de mantenimiento
10 de solucion saline equilibrada de Barle, que contiene
0,5% de hidrolizado de lactalbumina (HEA), y O,1%
de extracto de levadura, y se afiaden 100 unidades de
penicilina y ZOO/ug de estreptomicina por mililitro,
y se incuba el cultivo a 30-402C, preferiblemente a
15 aproximadamente 379C, durante 2-10 dias. El virus es
recogido, por ejemplo separando de las células por
vertido el fluido que sobrenada. El indculo viral
pueden ser heces recogidas de ternmeros infectados por
virus corona o fluidos de cultivo de cultivos de vi~
20 rus tipo virus corona. Las heces pueden ser usadas
segun se recogen, o pueden ser dilufdas en solucidn
salina tamponada con fosfato (pH 7,2), y centrifuga-
das a 1000 g durante 20 minutos, usando como indculo

el fluido que sobrenada.

25 Se pueden usar otros medios de mantenimiento,

8012-73 - 13 -
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por ejemplo medio de Eagle wodificado, que contiene
hid¥olizedo de lactalbumina. La eleccion del medio
forma parte de la habilided normal de la técnica.

Se obtiene wna vacuna eficaz de vifﬁs tipo
corona atenuados haciendo pasar virus purificado por
células de rifion bovino fetal un nimero suficiente
de veces, de manera que cuando un termero inoculado
sea enfrentado con virus virulentos no se produzca
enfermedad. Generalmente se necesitara hacer pasar el
virus de 5 a 60 veces, siendo los pasos en células
primarias o secundarias (celulas primarias por las
que se ha pasado una vez), o células o lineas de c¢é-
lulas que han experimentado mids pasos. lLas células
que han experimentado mas pasos, por las que se ha pa-
sado mds de 10 veces, pueden ser consideradas lineas
de células. Un wetodo preferido implica una combina-
cion de pasos por células primarias o secundarias y
células o lineas de células que han experimentado mas
pasos. Los titulos de virus de determinan por métodos
tipicos. Por ejemplo, las células inoculedas con dilu-
ciones de virus son incubadas durante 5 dfas en tubos
que contienen células de rifion bovino fetal. La pre-
sencia de virus se determina, por ejemplo, por efectos
citopatoldgicos, inmunofluorescencia o hemadsorcidn.

Mes especificamente, se produjo por el si-

-14 =
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guiente método une vacuna atenuada eficaz. Se obtuvo
un feto bovino y se prepard gran cantidad de células
de rifién primerias. A partir de las células primarias
8e prepararon varios cultivos en botella y cubreobje-
5 tos, y el resto de las células primarias fue congele-
do usando solucidn salina equilibrada de Earle que
contenfa 0,5% de HLA, 10% de suero de bovino adulto y
10% de sulfdxido de dimetilo. Los cultivos en botella
y en cubreobjetos fueron inoculados con solucion que
10 contiene virus, segun se describe aqui, y fueron incu~
bados a 372C. Cuando se observaron unas pocas celulas
fluorescentes en los cultivos en cubreobjetos, algunas
células primarias congeladas del mismo feto fueron
descongeladas y propagadass en cultivos de capa unica
15 por métodos tipicos. El fluido del cultivo de células
primarias infectadas fue pasado a estos cultivos de
células secundarias. Tras incubacidn durante 6-7 dias
se uso fluido del cultivo de células secundariss para
inooular cultivos adicionales de células secundarias.
20 Desde el paso 12 hasta el 152 se usaron 2 wl del fluido
para inocular une botella de 226 gramos, segun se ha
descerito antes. Desde el paso 159 al 252 se afiadieron
2 ml del fluido al medio de mantenimiento en lg bote-
lla. Tras el paso 252 se afiade un indculo de 1 ml del

25 medio de mantenimiento de cada botella. Cuando el agente

8.12,73 - 15 -
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tipo virus corona hubo aleanzado el paso 52 a 202

de cultivo en’ tejidos se inicid una serie de pasos
consecutivos de células procedentes de células se-
cundarias. En cada paso del virus solo se infectd una
parte de las células, y las otras células sin infec-
tar fueron subecultivadas pare convertirse en @i si-
guiente nivel de paso superior de células. Este tipo
de cultivo de células se denomina cultivo de células
con pasos. Continuando los pasos de subcultivo conse~
cutivos del virus en cultivos de células con pasos

se derivo un sistema compatible de células-virus.
Tras 5-20 pasos del virus en cultivos de células se-
cundarias, el virus fue pasado 5-40 o mds veces en
cultivos de celulas con pasos, pera producir una va-
cuna eficaz de virus tipo virus corona atenuados. El
periodo de incubacidn pars los pasos virales disminu-
ye al aumentar el numero de pasos, y puede ser de 2

a 7 dfas para pasos en células o lineas de células con
mas pasos. Cada paso se efectia hasta que se obtenga
un efecto citopatogénico. La vacuna puede ser produci-
de en una linea de células de rifidn bovino fetal, o

a pertir de otros tejidos o lineas de células de ori-
gen bovino u otro, por ejemplo pulmon bovino, une 1{-
nea de células turbinadas bovinas, o celulas o lineas

de células de rifion de porcino, haciéndolas desarrollar

-16 -
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en el eultivo de tejido a aproximadamente 372C has-
ta que se obtiene un titulo de virus adecuado, y
recogiendo luego el virus. Se obtienen titulos de

2 a 106’5, preferiblemente de 104 a 106. La vacuna

10
puede ser usada en estado 1liquido o liofilizada. Pue-
de ser reconstituida con diluyente estéril, tal como
agua destilada, pars uso posterior.

El producto preferido consiste en un virus
atenuado que he sido pasado 12 veces por células se-
cundarias y 15 veces por ceélulas que, & su vez, han
sido pasadas 9 a 27 veces. Asi, el nivel total de pa-
sos fue 27. Se han preparado vacunas de hasta 35 pa-
8508,

Ademas, se prepara una vacuna desactivada
eficaz desactivando el agente tipo virus corona. En
general, esta se prepara pripagando primero el agente
en celulas de rifion de bovino fetal, segun se ha des-
crito antes, hasta que se obtenga .un titulo adecuado.
El titulo debe ser lo mayor posible dentro del inter—
velo entes indicado. Se puede usar cualquier nivel de
paso por celulas del virus, incluso virus sin atenuar.
Luego se desactiva el virus tratendolo a 20-40°C con
un agente desactivador conocido en la técnioca, tal co-
mo formalina, (B-propiolactona, radiacion ultravioleta,

o calor, durante un periodo de tiempo y concentracion

- 17 -
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de agente desactivador que desactiven eficazmente al
virus. Estos detalles son bien conocidos en la téeni-
ca. Se puede afiadir un coadyuvante para reforzar el
varacter antigeno. El coadyuvante puede ser .cualquiers
de los conocidos en la técnica, incluyendo gel de hi=-
droxido de sluminio, alumbre potasico, alginato, o una
base de aceite u otro coadyuvante, tal como aceite mi-
neral u otro orgénico.

El siguiente es un método tipico para prepa~
rar una vacuna desactivada. Se usa el agente tipo vi-
rus corona al nivel del 272 paso, segun se ha descrito
antes. Se afiade formalina a los fluidos de cultivo que
contienen virus, hasta que se obtiene una concentracion
del 0,2%. Luego se dejan reposar estos fluidos durante
1 a 2 dfas a 372C. Se afiade gel de hidroxido de alumi-
nio como coadyuvante al virus desactivado, hasta una
concentracion del 10%. Se ajusta el pH a aproximedamente
7,2 con hidrdxido de aluminio.

La vacune atenuada puede ser administrada oral-

2 510045

mente en dosis de 1 a 5 ml, que contienen 10
TCID/ml, a termeros preferiblemente recién nacidos, pe-
re indueir la inmunidad & los virus virulentos. La vacu-
na desactivada es administreda parenteralmente en dosis

de 1 a 5 ml, a vacas prefadas, 30-90 dias antes de dar

a luz, o & terneros en edad temprana, lo mds pronto posi

- 18 -
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ble después del nacimiento, pars proporcionar protec-
cion ante el egente tipo virus corona.

Ademas, una vecuna en combinacidn puede com-
prender virus corona y cualquier otro agente viral,
preferiblemente desactivado, usado para inmunizar ter-
neros o vaces. En una combinacidén preferida se incluyen
virus corona y reovirus desactivados, preparandose
tanto uno como otro desactivando un virus vivo, ya es-
té sin atenuar o atenuado, wediante productos quimi-
cos, radiacidn o calor. También se puede combinar el
virus corona con adenovirus bovino, virus de diarrea
bovina u otros patogenos bovinos tales como E. coli o
clostridia sp.

Se prepara una vacuna en combinacidn, que
contiene virus corcna y reovirus, wmezclando cantidades
iguales de awmbos agentes desactivados. Luego se aflade
formalina hasta wna concentracion de 0,2% y gel de
hidréxido de sluminio hasta 10% en volumen. La dosis
de esta vacuna es 1 a2 5 ml, administrados parenteral-
mente a la vaca prefiada. Las combinaciones pueden ser
administradas a terneras o vacasg prefladas. lLag vacu-
nas en combinacion proporcionan proteccion para el ter-~
nero recién nacido, por los anticuerpos de calostros
y/o de leche. Ademds, se puede desarrollar una protec-

cidn contra ambos agentes inmunizando a la vaca prefiada
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con la yacuna tipo reovirus desactivado, y adminis-
trendo luego al termero la vacuna tipo virus corona
atenuado: También se puede obtener proteccidn contra
ambos agentes inmunizando a la vace prefiada con la
vacuna tipo virus corona desaetivaedo, y administran~
do luego al ternerc la vacuna tipo reovirus atenuado.
Finalmente, se puede administrar a la vaca prefiada
une vacuna de combinacion que comprenda agentes ate-
nuados tipo virus corone y reovirus. |

Se ensayo le eficecie de le vacuna de vi-
rus atenuados aduinistrando la vacuna, producida a
diversos niveles de paso por cultivo de células, a
terneros gnotobidticos de aproximadamente 7 horas
de edad. En tiempo posterior los terneros fueron sowme-
tidos a inoculacion con virus virulentos. Los resul-
tados de estos ensayos se resumen en la Tabla 1.

Bl ternero 1, incoulado por via oral con
10 ol de fluido de cultivo de células del 142 paso
del virus en células secundarias de rifién de bovino
fetal, desarrolld diarrea y se recupefé. A los 9 dias
de edad, el termero fue inoculado por via oral con
10 ml de heces diarreicas (virus virulento) en 20 ml
de PBS, y permenecic normsl. El ternero 2, inoculedo
con 10 ml de paso 152 de virus en rifion de bovino fe-

tal secundario, no desarrollo diarrea y permenecid
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normal después de haberle administrado un indeulo
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de contaminacidn de virus virulento. Los terneros
3y 4, inoculados con 10 ml de virus de paso 16¢,
crecido en células secundarias de rifion de bovino
fetal, desarrollaron diarres suave. El ternero 3
fue sacrificado poco después de la iniciacidn de la
dierrea; unas secciones del intestino delgado y del
colon, tefiidas con conjugado del agente tipo virus
corona, tenian inmunofluorescencia en el epitelio
de los vellos intestinales y colon. E1 ternero 4,
inoculado con virus virulento en heces diarreicas
cuando tenia 6 dfas de edad, permanecid normal. El
ternero 6, inoculado por via oral con 5 ml de virus de
paso 192, crecido en células secundarias de rifidn de
bovino fetal, deserrolld disrrea. Doce terneros (n®
7 & 13 y 15 a 19) inoculados por via oral con 5 ml
de virus de paso 132 a 25¢, de los que al menos 5 pa-
sos fueron en pasos superiores de células de bovino
fetal, no desarrollaron diarrea, y salvo el termero
18 permanecieron normeles despuds de inoculacidn oral
con heces gque contienen virus virulento.

Une vacune de combinacidon gue contiene virus
corona y reovirus desactivados fue evaluada en terne-
ros adultos de 2 ranchos. la vacuna fue preparada con

virus corona de paso 27, desactivado con formalina, y
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reovirus (linea de células de rifidn de bovino primarias

y de rifion de bovino) de paso 201, desactivado con for-
malina. Los virus desactivados fueron mezclados entre
si en cantidades iguales, y se afiadié gel de hidréxido
5 de aluminio hasta 10%.
Tabla 18

Terne~ N© de pasos del virus b Resultado Resultado de Edad del
o né de la ino 1la inocula- ternero

culacion” cidn conta=- (d{as)
con virus minante
1 1440 ' D N 9
2 1540 N N 3
3 16 + 0 d liuerto -
4 16 + 0 a N 6
5 Control de virus contaminante - D 3
6 19 + 0 D  No enfrentado -
T 548 N N 4
3 6+ 17 N N 3
g - 945 N N 3
‘L0 8 +9 N N 3
1L 9+7 N N 3
12 11 + 8 N N 4
13 11 4+ 9 N N 5
14 Control de virus contaminante - D 3
15 11 + 11 N N 4
16 10 + 11 N N 3
17 10 + 12 N N 3
18 10 + 15 N g 4
19 10 + 13 N N 4

8-12‘73 - 22 -
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2= diarrea; N = normal
b Pogsos en células primarias o secundarias, y pasos en

ceélulas que habien experimentado mds de des pasos.

TABLA 2
: N¢ de terneros % tra-
N? de vacas tratados de tado
diarrea
Rancho N¢ 1 242 vacunadas dos veces 3 1%
85 no vacunadas 77 91%
Rancho N¢ 2 (a) 600 vacunadas d0s veces '
(400 nacidas en establo 104 26%
en,que se hallo infec- .
cion bacteriana; 200 na- 10 5%
cidas fuera del establo)
(b) 350 vacunadas una vez 17 5%
1300 no vacunadas 195 15%
(e) 750 vecunadas dos veces 7 1%
(d) 250 vacunadas dos veces 3 1%
250 no vacunadas 25 10%

La presente solicitud que corresponde a la
presentada en Estados Unidos de América, con fecha
30 de Octubre de 1.972, bajo el Nimero 302.179, se
acoge a los beneficios del Articulo 51 del vigente

20 Estatuto sobre Propiedad Industrial.

//,///
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~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidén propis y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencién en Espafia por VEINTE afios,
son log que se recogen en las reivindicaciones siguien-
tes:e
18,~ Un procedimiento para atenuar un virus
de diarrea de terneros tipo virus corona, que comprende
pasar dicho virus de 5 a aproximadamente 60 veces en un
cultivo de tejidos que soporta el crecimiento del virus,
hasta que el virus, cuando es inoculado en terneros re-
cién nacidos, evita el desarrollo de enfermedad tras
posterior enfrentamiento con virus virulento.
22,~ Un procedimiento segin la reivindicacién
18, donde los pasos son en un cultivo de tejido de cé-
lulas de rifién de bovino fetal a 30-402C,
38,~ Un procedimiento segin la reivindicacién
22, donde los pasos totales somn 10-40, de los cuales 5-10
pasos son en cultivos de células de rifin de bovino fetal

primeras 0 secundarias, y los restantes son en cultivos
- 24 -
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de cdlulas de rifién de bovino fetal pasadas mds veces,

4&,~ Un procedimiento para atenuar un virus

de diarrea de terneros.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que
5 | antecede y para los fines que se han especificado,.
Esta Memoria consta de veinticinco hojas es-

critas a méquina por una sols cara.

Madrid,
- 29 DIC. Wi
A‘berio de i:!..u.m- -
22-12-75 - 25 - -
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