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La presente invencibén se refiere a un procedi
miento para la obiencién de una nueva vacuna viva para
inmunizar las reses contra la infeccién por el virus -

5. de parainfluenza-3 (virus PI-3).
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El virus de parainfluencia-3 (PI-3), muy propagado en muchos

paises, ataca preferentemente las terneras y las reses jévenes. Debido
a2 la difusifn y a la alta contagiosidad del agente provocador, casi no
es posible mantener alejado el virus PI-3 de las cabaflas de reses.
5. En los dltimos afios se ha comprobado que al presentarse Si--
multéneamente, o mas tarde, una doble infeccibén con clamidios o micoplag
mos se provocan enfermedades clinicas muy graves, especialmente en los
animales jévenes.de las grandes cabafias de reses. Sin la participacién
del virus PI-3 las infecciones por clamidios y/o micloplasmos resultan
10. por el contrario relativamente inaparentes.

La infecci6n por PI-3 en el ser humanc y en el animal se pue
de diagnosticar, independientemente del aislamiento del virus, median-
te la demostracién de anticuerpos especificos en el conocido ensayo de
iﬁhibicién de hemaglutinacién (HAH). Aqui la diagnosis depende del ni-
15. vel del titulo y del desarrollo del titulo y exige por lo fanto varias
comprobaciones, bajo circunstancias con largas series de diluicién de
suero obtenidas en distintos tiempos. Como antigeno para el ensayo HAH
se emplea el virus PI-3,

Las infecciones secundarias que se presentan en relaci6n con
20. une infeccién de PI-3, implicadas por bacterias, clamidios, micoplas—-
mos y otros agentes provocadores microbiales, se pueden influenciar —-
parcialmente en forma positiva por terapéuticos usuales bactialmente -
activos. La infeccién por el virus mismo, sin embargo, no se puede re-

ducir. IEn la intensivacién creciente de la cabafia de reses es por lo -

25. tanto imprescindible una profilaxis de imunizacién especifica contra -
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la infeccién por el PI-3.

Como sustancias inyectables eniran en consideracién vacunas
muertas o vivas, En la vaouna muerta, el efecto en los terneros jévenes
es dudoso, ademds, la proteccién no se mantiene demasiado tiempo, la -
inmunidad local de las mucosas del tracto respiratorio es relativamen-
te reducida, no se evita una segregacién de larga duracién en las ine-
fecciones puras y representa, por lo tanto, un peligro exiraordinaria-
mente grande en el mercado de los animales.

Las vecunas vivas producen por el contrario, también en los
terneros jévenes, una proteccién buena y de larga duracién. Ademds de
la inmunidad humoral se produce también en los orgénos respiratorios -
una inmunidad de las mucosas que, debido a la patogénesis de la infec-
cién del PI-3, se le adjudica una importancia especial.

En las vacunas vivas actualmente en el mercado se trata sin
embargo exclusivamente de las asi llamadas vacunas atenuadas es decir,
las cepas de virus PI-3 patdégenas se pasan en cultivos de tejidos ade-
cuados hasta que hayan perdido sus propiedades patégenas originales P2
ra el huesped natural. Para ello se necesitan pasadas en serie en una
magnitud de aproximadamente 100, En tales vacunas vivas obtenidas a bas
de virus atenuados no se puede excluir la posibilidad de un aumento de
la virulencia en las repetidas pasadas rédpidas de animales, especial--
mente en las reservas acumuladas previstas para vacunas..Otra desventa
ja de una cepa de virus atenuada consiste en que por el proceso de la
atenuacién continua no solo se varia la patogenidad sino también la es

pecificidad antigena. Esto puede tener como consecuencia que la protec
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ya no se desarrole o solo incompletamente conira los virus patégenos.

Existfa una verdadera necesidad de hallar una vacuna que no
tuviese las desventajas antes mencionadas de las vacunas muertas y vi-
vas,

Se ha descubierto ahora que, sorprendentemente, la cepa de vj
rus PI-3 aislada del fracto respiratorio de una res, que ha sido depo-
sitada en la American Type Culture Collection, era de por sf apatbégena
¥y sin ninguna atenuacién adicional, es decir, eviténdose las desventa~
jas antes mencionadas de una cepa de virus PI-3, atenuada, produce una
proteccibén de inmunidad total.

la cepa de virus PI-3 ATCC VR-739, objeto de la presente in-
vencidén, se aisld como descrito a continuacién, se cultivé en cultivos
de celulas y se formuld a una vacma,

1) Aislamiento de la cepa de virus PI-3 ATCE VR-739

La cepa de virus Parainfluencia-3 ATCC VR=T39 se aislé del -
tracto de respiracién de una res con ayuda de la téenica de cultivo de
tejidos, empleando células renales de terneras secundarias embrionales
en medio segin Barle bajo adicién de un 0,5% de hidrolisado de lactale
bimina y un 3% de suero de ternera inactivado libre de anticuerpos.

2) Activacién de la cena de virus PI-3 ATCC VR=739

El cultivo de la cepa de virus P153 ATCC VR-T39 se efectua,
seglin los procedimientos generalmente uguales y conocidos, sobre culti

vos de células primarias, por ejemplo, sobre células de epitelio rena-

les de terneros, células traqueales & también sobre cultivos de célulai
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permanentes, tal como células de testes de ternero. El medio virulento
de las pasadas 1 - 20 se recolecta después de una incubacién de 2 a 3
dfas.

3) Formulacién de la vacuna

La cepa de virus PI-3 cultivada se emplea directamente como
vacuna liquida, o bien después de agregar estabilizadores adecuados,se
emplea en una forma secada por congelacién segfin procedimientos usua~—-
les, En caso dado se puede mezclar con adyuvantes adecuados. Asimismo
es posible una combinacién con otras vacunas, tal como virus inyectable
IBR/IPV (IBR = Rhinotracheitis bovina infecciosa, IPV = Vulvovagini--
tis pustulosa infecciosa).

Las soluciones de virus obtenidos segin el procedimiento de
la presente invencién se pueden aplicar formuladas segfin los méiodos -
usuales en forma de soluciones, jarabe, emulsién, suspensién, spray, —
ungliento, pasta, crema, locién, aerosol, tabletas, etc. Con preferen—
cia se aplioca la vacuna intranasalmente, como spray, o intramuscular—
mente,

Lag formulaciones se preparan en forma en si conocida, por -
ejemplo, diluyendo la capa de virus PI-3 ATTC~739 con disolventes ade-
cuados y/o excipientes inertes, no téxidos, sélidos, semi-sélidos o 1%
quidos, en caso dado empleando emulsionantes y/o agentes de dispersién,
de pulverizacién y de propulsién y empleando estabilizadores adecuados.

Como disolventes, sustancias de carga, emnlsionantes o bién
dispersantes sean mencionados: agua, disolventes orginicos no té6xicos

o bién diluyentes, tales como parafinas (por ejemplo, fracciones del -




5.

10.

15.

20,

25.

-

petréleo crudo), aceites vegetales (por ejemplo aceite de cacahuete/
aceite de sésamo), Alcoholes (por ejemplo alcohol etflico, glicerina),
glicoles (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol) y agua; sus—
tancias de carga sblidas, tales como, por ejemplo, los minerales natu~
rales molturados (por ejemplo, &cido silicico altamente disperso, sili
catos), azucar (por ejemplo, azucar de cafla, lactosa y glucosa); emul-
sionantes, tales como emulsionantes no ionogenos y aniénicos (por ejem
plo, éster polioxietilenico de 4cido graso, éter polioxietilénico de ~
alcohol graso, alguisulfonatos y arilsulfonatos), dispersantes (por —
ejemplo, lignina, deslixiviaciones sulfiticas, celulosa metilica, fécu
la y polivinilpirrolidona) y lubricantes (por ejemplo, estearato de —
magnesio, taleo, 4cido estearinico, laurilsulfato sédico),

Como estabilizadores sean mencionados: aminodcidos, azucar,
proteinas, polisaciridos, polialquilenglicoles, Estos estabilizadores
se pueden agregar tanto en solucibn acuosa como también en estado lio~
filizado.

Para comprobar la inocuidad se aplicaron en cada caso 5 cc de

6,5

virus de cultivo con un contenido de 10 KIDBO/CC (KID5 = dosis in-

0
fecciosa de cultivo) en cada caso a 4 terneros, especificamente libres
de anticuerpos, en forma intramuscular e intranasal, Dos grupos se man
tuvieron bajo condiciones de mantenimiento y alimentacién normales,los
otros dos grupos se mantuvieron durante la noche a 42C y durante el dia
a 25-352C durante 5 dias. Los enimales no mostraron en los 4 grupos nin

gln sintoma clinico de enfermedad, a pesar de poderse demostrar el vi-

rus PI-3 hasta el 72 dia en la secrecién nasal de los animales inyecta
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dos, De los tampones de nariz de los animales inyectados intramuscular
mente no se pudo demosirar la presencia de virus PI-3.

La comprobacidén de la eficacia se efectud andlogo a la com——
probacién de la inocuidad, en cada caso con tres grupos de 4 animales
cada uno, Los animales se cargaron sin embargo después de la vacuna——-—
cién en cada caso con 5 cc de una suspensién de uwna cepa de virus PI-3
patégena con 107’OKID O/cc.

5

Ninguno de los animales de los dos grupos vacunades mostré —
gintomas clinicos, mientras los 4 animales del 32 grupo sin inyectar -
mostraban, 2 dias post infect., un aumento de fiebre y segregacién au~
mentada de secrecién nasal, Después de cesar la segregaci6én de virus -
se pudo apreciar en los animales de los dos grupos vacunados un titulo
de anticuerpos de 1:64 a 1:512.

Ademds se pudo demostrar, después de la inyeccidn en terneros
j6venes, a pesar de los anticuerpos transmitidos pasivamente a través
de colostro, un aumento de virus en las mucosidades nasales, Justamen-
te asi se logra en los terneros jévenes un efecto sinergistico,

Como se ha descrito, en esta vacuna se cumplen las exigen-—
cias de inocuidad y eficacia venciéndose tanto las desventajas de las
vacunas muertas como de las vacunas vivas a base de virus atenuados.El
virus de cultivo asi{ oblenido se puede emplear como antigeno para la -
demostracién de la infeccibén por PI-3 en HAH.

Ejemplo para la obtenci6én de una vacuna viva

Cultivos de células de testes de terneros, permanentes, en -

medio de mantenimiento libre de suero se inyectan en recipientes de vi
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drio adecuados con cepas de virus de parainfluencia~3 ATCC~739. Des—w-
pues de una incubacién de 2 a 3 dias se comprueba el crecimiento del -
virus y se recoge el medio virulento., Después de cenirifugar para reti
rar los restos de células se congela a -602C la suspensién de virus, -
Después de comprobar la esterilidad, titulo de virus y liberar de ¥i—-
rus extrafios, se llena el material de inyeccibén y se distribuye bien

liquido o liofiligado,

Ejemplo para la obtencién de un antigeno de parainfluenza-3 para el en

sayo de inhibicién de hemaglutinacién.

El virus de cultivo obtenido segfin el ejemplo de arriba se -
comprueba en sus propiedades especificas de hemaglutinacién, se liofi-

liza y se distribuye como diagnéstico.

~-NOTA -

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, asi como
la manera de realizarlo en la prédctica, debe hacerse constar que las =
disposiciones anteriormente indicadas, son suscepiibles de modificacio
nes de detalle en cuanto no alteren su principio fundamental. También
se hace constar que el invento corresponde a una Solicitud de Patente,
presentada en Alemania, con fecha 11 de mayo de 1,973, bajo el nfimero
P 23 23 847.3, acogiendose por lo tanto a los beneficios que conceden
los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que constituye la
esencia del referido invento, y por lo que se solicita Patente de In--
venci6n por 20 afios en Espafia, sobre:

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UNA VACUNA VIVA CONTRA EL VIRUS PA-~
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RAINFLUENZA~3 (VIRUS PI-3), caracterizandose por lo siguiente:

12, Procedimiento para la obtencién de una vacuna viva con-
tra el virus parainfluenza-3 (virus PI-3), por culiivo sobre cultivos
de tejidos seglin métodos en si conocidos, caracterizado porque se em-
plea la cepa de virus de parainfluenze~3 ATCC VR 739 en si apatbgena.

22, Procedimiento para la obtencién de una vacun; viva con~
tra el virus parainfluenza~3 (virus PI-3), tal y como queda sustancial
mente descrito en la presente Memoria.

Esta memora consta de 9 hojas, escritas a m&quina por una -

sola cara.
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