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BEXORIA DESCRIPTIVA

La prssente invencifn ee rofiere a un nueve procaedie

niento de vacunacidn contra la brucelosig., = @ o = @ v e e = =

La lucha contra la brucelosis animal se conducs de
varias maneres segin los pafses y, en el interior de un mismo
pais, segdn que se oncuentrs en una zona de crfa intensiva o
1o, ¢ incluso que la =zona esté muy infecteds o no. Esta lucha
paea esl, 0 bien por el sacrificio de los animales infectados,
© blen por la vacunaclén sistemdtica de todo= los animales, o
bien incluee por uns combinecidn de esstos dos métodos, En todos
los cnmos, ae nscenario que los animales vacunados astén sufie
clentemente protezides contra la infecoidén y no presenten reace

oionen positivas a lss pruebas ordineriemente utilizadas para
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el diagndetico do la infeceldn, e v v m C w v v c v e o v w -

Lag vacunas, asf como 1os procedimientos de vacuna-
cidn, hadbitualmeate utilizados, sn particular para sl trata-
mientoe de lom bovinos, no satisfacen en general aimulténeamen~—
te & eotan dos condiciones, ¢ imponen unas condiciones de apli~
cacién relativanente molestas. Ae{, la vacuna H.3%, constitui-
da por bactériss muertas de la cepa Brucella melitsnais 53 H
33, aplicada en dos inyecciones mds un recuerdo, es muy eficac
pero provoca respuestas geroldgicas durante largo tiempo des-~
pufs de la vacunacién. Lea vacuna 45/20, constitufda por bac-
terias de cepa Brucells gbortus 45/20, utilizada como 1ls H.39,
se juzgs que no induce respussta serolégica dursiera, pero su
sficaoia es insuficisnte. La vacuna més corrientezente utilisa-
ds en Franecia y en numerosos pafises as la vacuna 3.19, cone-
titufda por bacterias avirulentas de cepa Brugella ghortus. Fs-
ta vacung, como les precedentes, se administran por inyeccid:.
subcuténea. Su eficmcin, a las dosis noraaluente utilizadas,
es suficiente para evitar la propagscidn de la infecoién de
un rebafio a otro. Fl ingonveniente de esta dltims vacuna es
que induce 3 una respuesta seroldgica positiva a los métodos
usuales de 2iagndatico de la infeccidn. Fsta respuesta sasrolé-
gica, en las condicionss de utilizacidnladitusles (dosis de
92,1010 bacterias vivas), se mantiens durante aproximadamzente
un afo y es tante mds larga cuanto més avanzada es la eded en
la que se ha practicedo. I ls préctica, la vacunacidn debs
realizarse entre 4 y 7 mesmas; mis allf do los 7 meses la res=

pusstn seroldgica smeria de muy larga duracidn. Por la misma
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razén, no os poaible, en este modo de vacunacidn, efectuer un
recuerdo. La respussta serolégica positiva serfa entonces préc-
ticamente permanents. El nivel de proteccidn eetd por tumuto li-
mitado al conferido por la primera inyeccidn, « = = = « = = »

Log limites de edad para la vacunacldn 4s los animge
les determinas de forme imperative la frecuencia de visita 4@
loe rebafios por sl veterivario. %n el caso de la vescung 8,19,
los 1fmites da eded (custro n slete meses) necesitan una visi-

ta cads tres mesesn, 9 ses cualtro visitas por aflde =~ = = = = =

Ademés, la identificacidn de los animales debe lle~-
vares de forms rigurosa; una deble vscunacién accidentnl se

traducirfa en una respussta mersldgica positiva duraderg.e = « «

EKodificaclones del procedimiento de vacunacidn por
medio de la vacuna 3.13 se ha probado sin 8xito. Se ha propucs~
to, en particulsr, la inyeceidn intracaudsl o la inyeceidn in-
tradérmica. Bn las dos cssos, las respucstas serolégicas mon
pricticaments ten molastas como las que se observan con las

vacunacionen tradicionalas, « =« « o « & o w o v o w = 0w w -

gn ls literatura, 2e¢ sncuentrs ls indicacidn de expe-
riencies en lav cuazles unas bacterias del tipo fSrucells son de~
pogitadas sobre la zucosa conjuntive de los animslee. Bz par-
ticular, han aido roferidos unos cetudios gquo provén determinar
la influsncia de la inyeccidn dao antibibdticoe en el deserrcllo

de la brucelosis provocads por bacteriae de la sepa virulents

Brucslla sbortus 544, incculadas por inetilacidn conjuntiva,
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a8 decir en unas condicionss tan préximas como sea posible a
las de la contaminacidn infeccioma natural. Se ha constatadoe
que, ex preseacia del santividtico y en clertas condicionss,
la infecoién no se nabfa desarrollado en algunos de los ani-
aales tratados. Bstos estudios no pueden, evidentemsnts, ser
asizilados a unos ansayoe de vacunacidn, dedido al cardeter
virulento de las cepay que nan sido utilisalas y a la presen~
oia de los sntibvidticos que no podfan svidentements mds que
sumascarar, por lo menos parcialmente, las respuestas inmuni-
tarias y/0 seroldgicms eventualments provocadss an los recep-

tores por ls inoculecidn de dichne boclerisg,= « « « « «w « -

La literatura da cuents también de engayos compara-
tivos da vacunacidn de corderos por medio de vacunas del tipo
B.13, adminimtradas a dosie idéntions, por via subcuténes y
por instilacidn en la conjuntiva. Los autores llegan a la cone
clusidn de que lom dos modos de vacunacidn conducen a unos re-
sultados equivalsnter y que me obmervaban an los dog Casop

Tstos resultados no podfan por tanto incitar demgsip-
do s lou investigndores s explorar adn ufs unos métodos do va-
cunacidn por instilacidn conjuntiva ds comporiciones wscunan-

tes (bacterias vivas atenuadas o muertsz) en ol animel, = « = «

La invencién arranca del descubrimisnto ds que, con-
trariasento o todo 1o esperado, era posidle, colocéndose en con-

diciones adecuadan, reslizar vacunsciones por via conjuntive,

capaces de conferir a los animales tratados una inrunidad
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eficaz on susencia de reaccién serolégica moleptn, = = « = @« =

La invencién na permitido la puesta en evidencia de
que axipte un intervalo de dosim da bacteriasm vivas avirulen-
tas o stenuadas, del tipo de las que son o que pueden sor uti-
lizadese para realiszar vacuriaciones por loe medios clésicos, que,
cuando se administran por instilacién conjuntiva, engendran
una proteccidn eficaz en sussncia de reaceién gerolégica dura-

derﬂ."-"'-""""""""“"""""“"‘"--""

La invencién proporclona adends unos tests que pere
miten ls determinncidn de loe limlites de los intervalos de

dosis antes indicados, = =« ~ = = = = - e e s s m .- - -

£l procedimiento, wmegin la invencidn, de vacunaecidn
contra la brucelosis, o0 de recuerdo de vacunaecidn, esti carac-
torizado poraue se inatilas en lm conjuntive del enimel tratade
una dosis de Brucella vivieuts de wia cepo avirulenta o convere
tide en avirulentay en suspeneidn en un medio compatibdle con
la aplicacién sobre le conjuntiva, siendo dlcna dosie suficlen~
te para que provoque una coloniegacién de por lo menos uuo de
los ganglioe linfdticos que drenan la zona orbital, y para que,
preferentemente, @sta colonizacidn pueda smor detectada por unas
duracidn de aproximndamente un mes por loe menoe pogteriormente
a dicna inatilaecién, no excediendo esta dosim sin emdargo, prég
ticamente, de la que inducirfa unxz formacid: duradera 3o los
anticusrpos humorales respongables de las respuaetas positivas

en loz nétodos tradicionales de Geteccidn de la infeccifn. -~ = «
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r otros términos, el procedimiento de vacunscién
segdn la invencién resulta del descubrimiente, por una parte,
de que unas cepas bacterianas avirulontae son capaces, ouando
e piministran por instilacidu sobre la conjuniiva g unas do-
el apropisdas, de franquear el gpitelio y de formar unas colo-
niss en los ganglioe linfAticos localee y, por otra parts, de
que asta coloniseoidr, cuando se mantiene un tiempo suficien-
ta, engendra reacciones inmunitarias sin formacidn importante

Por método usual de dateccidn, se¢ entisnden los méto-
dos practicados cuando tienen lugar los controlee sintemdticos
sfectusdos por log servicioe sanitarios. ~“stos eon, por ajen=
plo, los métodos de tipe seroaglutinacidn, fijacidn del comple-
mento, o de aglutinacidn por el antfgeno 4cido al Eosa Benga-
1n, Estos métodoe tienan todos por oujeto la puesta en eviden~
cis de los snticuerpos humorales especificos cuya formacidn
pueda ser inducida tanto por la infeceidn como por los métodos

de vacunacifn ordinarios utilizndog, = = =~ = v v o e = v = « -

fegin le invencidn, se coneidera que la formacidn de
1os anticuerpos humorsles detectados por los métodos de detec~
cidn de la infeccidn es précticavente negligible cusndo lae
respuestas s estae pruebas de deteccidn son nepativas o, como
néximo, son de muy baja emplitud y temporales. n todos los ca~
s0s, do acuerdo con el procedimiento de vecunacidn segdn la
invencién, las 4ébiles respuestuas positivas que e pueden even-
tualmente constatar no se prolongan nunce nfe alld &e un pario-

do de tres mezes posteriormente a la instilacidn, = = « = - -
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Los guiglios 1ir8ticos nfe directamente interessdes
por la colonigzacidn por las Brucellan, consecutiva a la instie-
lacién, son los gangiioa retrofaringeocs, parotidiancs y sube
maxilares del lado de le cabeza del animal correspondiente al
o0jo soore el cuul se hm realipado la instilacidn. %e puscde enw
contrar sin embarge unas Brucella en loe ganglios sinétricos
de low precedentes, as{ como eventualme ta en otros ganglios
que les gque dreuan la regidn orbvital. Segdn la inveneidn, se
considera que un genglio estd colonismdo cumndo se encuentran
en el misme Brucella vivientes, dicho de otra manera, gue se
puede, A partir de un extracto convenlentemente tratado y colo-
cado en un medio de cultivo apropiado, obmervar el desarrollo

de un cultive de Brugellg. = = * v w m c e c w c e e e e - aa-

Il mecanismo exsets que preside la colonizacidn de
lee gangiios, a partir de 1a instilacidn de Brucella sobre la
conjuntive del animal, no e conocide de ferwa sreciea. Ze pro-
bable que haya una lesldn del epitelio, despule captacidn y
transfarencia de las bacteriaw por ios fagocltos nasts los gan
glios locales. Yor medio del comal lsgrimal, las Brucella pue=~
den tambiln alcansar las cavidades afreas superlores. Ts edn
nde delicado explicar los fendmenoe que conducen a digociar en
clerte modo la inmunizaciédn por mediacién celuler de la inmu-
nizacidn por mediscidn humoral, siendo esolamente la primera
llevada a desarrollerse en lae condiclones de lan vseunacids se-
gdn 1a invencibn. %e puede, a tftulo de hipdtesis, supsner que
la admi. istracién de uns cantidnd relativamente baja de vacuna

nor via conjuntiva ~baje con relacifn a lag dosie utilinadas



5o

1o,

1

2

>
e
.

De

ovrdinarianents sepndn log métodos couocides do la Séenica ane
terior, como es verd nds mdelante~ linita la 4ifueidn del an~
tigens, 4o hecho su multiplicecidn ¢ su supervivencla, a un
territorio linféticc reducids, el de los ganglios de le regidn
préxines ol punto de ingtilacidn, 7 que las células estimuladas
en astas condiciones gon probablemente particularmantoe aptas
para indu:slr una regpuesta de tipo celular. n estas condicio~-
nas, eiendo la sinteeis de los anticuerpor humorsles minima,
no habri{a competicidn haeia el antigens, entrs los puntos re-
ceptoree de linfocitoa por una parte y log de las inmunoglobu-~
linas por otra parte. into permitirfa explicar particularmente
el rechio de que la respuesta inmunitaris de tipo celular que
ge consiata asf em ya mucho nfs importante que la gue se podria
apperar, teniendo en cuenta la baja cantidad de antigeno uti-

ligada para este vacunacidn, = = « = - « v o v v * w v w = ==

Adenfis, el procedimiento de vacunnciln segin la iaven
cidn desarrolla an gl enimal tretade una inmunidad local, par-
ticularmente deseable a nivel de la cebsza. Se admite, an efec~
to, que las wucosme de la cabeza, las vias resnifatoriae y di-
gostivas superiores constituyan las vias prineipsles de pene~
tracidn de law Bricella en la contaminacidn natural. La crea-
cién de estas inmunidad locsl debe, por tanto, traducirse por un
incromento muy importante de la proteccidn contra la contanina~

Kl procedimiento de vacunasién remin la invenoidn pue
de emplearee molo o en combinacién con lom procedimientos tra-

dicionales de vacungreidén. Utilizando particularmenta como vacue
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nacidn de¢ recuerdo dempuls de una vacunacidn clésica, permite
obtener una proteccidn muy sensiblemente mejorada sin engene

drar respuestn seroldégica molesta, = « = = = = v = = 0 o - e =

tegdn otro modo de vaocunacién ventajoso, la primera
vacunacidn, as{ como la de recuerdo, se efectia wmegin el pro-

cadimiento Je la invatieidn, « = « ¢ - 2 e c c et c - = = = =

In todos loe casoe en que od ofectéa un recuerdo,
dote debe tener lugar cuande loe efectos de la primers vacuna=
cién ectén suficientemente atenuandos., En el mareo del procedi-
miento de vscunacidn segdn la invencién, sl recuerdo desempefia
plenamente su funeidn el se practica una vez que la coloniza=-
cién de los ganglioe linféticos ha desaparecido prioticamente,
por tanto por lo menos tres meses deepués de la primera insti-
lacifn. Preferentsments, el pacuerda se afectda mée de sels

mesas desp:és de la primera inetilacidn, = = = = = = = = = = =

Para la splicacién del procedimiento .segin la invens
cifn pars la vacunncidn de los bovinoe, ese utilizarédn ventajo-
samente unage Brucella de cepa abortus B.19. La doele de vacu=-
re Instileda sobrs la conjuntiva del animal estd comprendias,

10 bactaring vivientes, preferente-

an este camo, entre 109 y 10
nmonte, del orden de 5.].0'9 bactorias. La vacuna instileda se

nelln en una forwa concentrada para que la dosis completa quede
bien en contacto con el tejido conjuntivo. %1 voldmen instila=
do es puficientemente psquefic para prevenir las pérdidas posi-
bles por "deshordamiento®, de manera venstajosa comprendido en-

tre 0,2 y 0,02 ml v, de forma preferida, del orden de G,09 ml.
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Z1 wvalor inferior del volumen ingtilado es tributario del dis-
positivo utilizade. Debe ser suficlente para que la operscidn
pueda tensr luger con un arror relative aceptable. Se A¢ataca~
rd que, en todor los caeos, las dosiz do hactorias y el volumen
inetiledos psmanscen sansiblemente infericrss, respectivamen-
te, a la dosis y 2l volumen de la vacuns correspondiente inyec-
tada por vis suboutfnea segzin el método tradicional, dosie que

10

ee aproximpdmmente 5.10° bacterias contenidas en un volumen

d'llalﬂml.‘o----o--——c---—----v—----

La edad a la cusl los animales son vacungdos inter-
viens tanbidn de¢ forma muy importsnte. Fe conocido de los préo-
ticoe gue la reaccidn de la vacunacidén es tanto més duradsra
si 4sta se efectis 2 unm edad més svanzanda. 2n el ceso 3o los
bovinos, la vacunmcidén es practice a partir de aproxicadazents
cuntro memes. Si me quisren evitar reacoliones serolégicas po-
sitivas gque se mentienen largo tiempo daepués de la vacunacidn,
o8 ventajoso, segdn la invencidn, efectusar la vacunscidn antse

Be 108 d0B A0S, = = = = = = w w m v o -~ -, .- -~~~

Zn un modo particular de vacunacidn segin la inven-
cién y aplicado a los bovinos, una primera instilacidén se ren-
liza en la conjuntiva del animal, de una edad de cuatro a diez

[¢
neses, con una dosis de aproximadasente 5.16J Brucella abortus
B3.15 vivientes. Una segunda instilacidén de recuerdo, efectuads

sn condiciones sansiblemente idénticas a la prirmera, tiens lu-

gar antre diez ¥y dieciocho Mesel.= = = = = = « = w o @ = = < -

In otro mode particulmr de resnlizncidn de la inven~
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c¢ién, unos bovinos vacunados de forma tradicional, og decir
que han recibide por inyeccidn subcuténen una dosils del orden

de ‘3.101O Zrucella abortus 3.19, a una eded comprendida entre

aproximadanente cuatro y eciste muses, reciben entre los diez
¥ gquince ngpag un recuerdo de una doeis de aproximadamente

5.10° Brugella abortus B.19 por instilacién conjuntiva, - - = «

Pura la vacunacidn de loe ovinee, segdn ls invencidn,
ce utilizardn profsrentemante unas bacterics 4e cepa Brucella
melitensis Rev. 1. Le aplicacidn da la vacuna se efeetia an
condiciones andloges a las daeseritas anteriormente a prondsits
de los bovinosz. Las dosis utilizedes en sste case son ventajow
aanente del orden de 5.10§ a 5.106 bacterias por inetilacidn

(2

¥y prafersntemente, de aproximadamente 16 bacterias vivientes..

Lop modos de vecunmeldén antibrucelosa deseritos pro-
cedentorente para loe ovinoe y los bovinos nd son, deede luego,
limitativos, en cuvanto m la eleceidn de las cepas utiligadas
pera estaes vacunaciones. Otras cepas de Brucells avirulentas
pueden utilizerse, en particular las cepas vivientes avirulen=-
tae que me utiligzan actualmente nara la constitucidn ds las va~
cunas adzinistradss por via subcuténea. De una manera genersl,
Be pueden utilizar cepas vivientes atenuadas o avirulentss ap-
tas pera coloanlzar, a lae dosis spropladas, unoe genglios lo-
cales dursnte por lo menos un mes, sin engendrar reacciones
positives duraderns a las pr.ebae de diagndstico de la infece
cién. Asimiexo, ol procedimiento de vacunacidén antibruceloms
segin la inve:cién se aplice a otrae eapecies animsles suscep-

tibles de contraer csta enfermefiad y en particular o los capri-
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A titulo de efemplo se recurre a las cepas blen co-
nooidas, también utilizadas para la constitucién de las vacu-
nas e¢onocldas, tales como la cevn Brucslia shortue B.19, repise
trade bajo el ndmero NCTC 7039; ia cepa Brucslls melitenmis
Rev. 1 (dimponible en la Sechool of Pudlic iHaglth, University
of Californin, Berkeley, Cel., BleAs)e = = = = = = w = = « =

Pars Inotilar la vacuna, e# utilizs una suspensldn
de las bacterimss viviestes en un aeldio compatibls con su opli-
cnclén sobre la wucoss conjuntive. Para evitar desarrollar uaa
reeccidn de rerscidn lacrimal an sl moments de la aplicmoidn,
qua podris traducirge por ia sliminecién de wna parta de 1la
dosis inatilads, se utilice ventajosamente, comd medic Ae suz-

penaidin, unas solucidn acuoma aaling irotdnica, < = « @ = = = «

Resulta de lo que precede que la invencidn propor~
ciona por tanto un procedimiento de¢ vacunacidn antibrucelosa
gue perzite suprimir por lo menos en parte las dificultades
sncontiradas con las vacunar y procedimientos 2s vacunmeidn
tradicionales. MNér particularzente, 1s invencida proporcions
un prozsdimisnto de vacunacidn que permite conferir s los ani-
malen tratados una proteceidn por lo manog igual 3 1ls que §a
obtiene nor loe medion tradicionales, sin prdcticgsaente inducir
una reapuosta ponitiva, o cowo ndvimo unz vespuesta positiva
fugasg, cumnds los miasmoz animales se mometen a las prugbas pe~

Mlézicns ordinariamente utilisadas para la dateccidn de la

1nf30016n.-nn-o--u-n»nu-u-a-unnu-ncmna
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Ademfs, el carfcter netamente menoe crftico de la
edad del animal sometido a estas vaounmciones permite espaciar

las visitas regulares dc un rebafio por el veterinario, = = « =

)l procedimiento de vaounacién semin la invencidn
pueds realizarse por medio de una vacuns con una prosentacidn
farmacutica que contiene, por una parte, una oantidad deter-
minads de bacterias liofilizadne que corresponde a una o va-
riae dosis unitariae de instilacién, y, por otra parts, una
eantided determinada del medio para la pugsta en suspansidn de
lzs bacterias que corresponden a tantas veces el volumen inge-
tilado como déeis unitarias haya de bacterias liofiliendas. W1
volumen para cada instilacién estd comprendido ventajosamente

enO,EyD,QEml. M s ws em Wk W W dn W G Wn W S Y G ok e G W e W > e

Unae presantaciones faruacéduticas veniajosas para la
vacunncidn de los oviros o de los bovinos contienen cantidades
de bacterias que corresponden a una o varias dosis respectiva-
mentes de aproximadamente 5.!09 Brucella ahortus de cepa B.193,

0 de aproximadamente 106 Brucella melitonsie de cepz Rev. li= =

Teniends cuenta de los volfmenes y lae dosis de bac~
terise utilimsdas en el procedimionto segin la invencién, las
suspenaionss preparaniass se hallsn en conjunte mém concentradas
que las que se utilizan habituslments para las inyeceiones sube
cuténeas. Por ajemplo, para la vacuna B.19 splicada a los bovie
nos, la dosis eficsz adminietrada por via conjuntiva ez del ore

dem de 5.109 en un volumen que varfa de 0,02 a 0,2 nl, ¢ sea

10

una eoncentracidn de 25,107 a 2.5.101G bgeteriae por ml. Cuane
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do se recurre sl volumen preferido de 2,9% nl para cada domis,

11

seta concantracidn 28 por tante del orden de 1D bacterias

porml.-‘un-u-ou--&ou-a»uua---n--—-

En un modo particular de presentacidn farmacéutica
las dacterirs liofilieadas setédn contenidas an una ampolla se-
1iada, y el medio de suspensidn en un recipiente que preserva

Bventualmente, la presentacién farmmcéutica contiene
también un dispositivo para la medida y la aplicacién del vo-
lumen instilado. Hste dimpositivoe pusde ser ventajosazents del

tipo cuentagotas o nicrojeringn. = « = = = @ - e v v o = -« -

La pressntscifn farmacéutica mencionada contiene ven—
tajopazente un ndmero do dosis unitarias suficientes para lae
vacunacionss efectuadas en una jornada por el practicante. De
egta manora, ls preparacidn exmctamente dosificada, que requie~-

re un cierts cuidado, no tiens lugar mfe que una ves por dfa.-

Utras carscterfeticas y ventajas del procedi-iento
sezin la invencidn apareceréin en los sjemplos dados a continun-

cién. ©stos ejemplos no tisnen desde luege ningin cardcter li-

Ejemplo 1

1 modo de vacunacidn segn la invencidén ha eido pro-

bado en el cobaya con la ayude de Brucella de cepa B.l9. Fste
susayo persits una cosparacidn obmoda de lm aficacia del pro-
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cedimiente eepmin le invencidn con los procedimientos tradieio-
nales; parz cotom Yltimos, en efecto, ¢l protocole oficinsl de
control se sfectda sobre el cobayo (Thormton 7. H., Huakett
JeCey 1972, L. comp. Pathol, 52, 201=203), = = = 0 « =« =« = =

Unog esbayos han recibide unes doele variables de

vacune Brucella abortus 8.19, ¢ bien por via eonjuntiva, o

bien por vias subcuténea, una vez 0 dop vecse con tres meges de
intervalo. Las respuestae serollgicne en sglutininae o anti-
cuerpos que fijan el coxplements hen sido seguidae, en clortom
loten, en 4 m 6 codbayoe escogidos al azar. La resistericls ocone
farida por vacuascidn ha sido probada por incculacidn intramus-
cular de 5.103 3,abortus %44, tres meses despuds de la vacuna-
cisn primers o del racuerdo, después de bisqueds e identifica~

cién de lns Bruecells en el bazo y lom ganglios linféticos, 40

d!”mhtme.-'-----'---0--!"-"—---0

on entoz ensayos, las inyeocciones subcuténeas (SC)
d¢ waeuna, o intramusculares (I¥), para la inoculacién se renp-
ligan eon 0,2 ml do volumen, Las instilsciones conjuntivas se

realizan con %ﬁl con la syuda de una sicrojeringg.e = « - « =

Loz extractos de bazo ¢ de ganglioe extrafdes ese cul=
tivan pars hacer sparecer las colenias de Brucella. Se indice
el grado de infeccidén del bazo por el valor del log. dccimal
del ndmero de Brucella, Los snimgles se dicen protegidos cuan-
dc no se detacta la presencis de Brucells, lo que oe nota por

Logc oxAmenes saoroldgicos se reamlizan eobre unap muese



tras extrafdas por puncién cardimca, por dosificacién de las
sglutininas y de los anticuerpos gque fijan el complemento se-
gdn 1 método Elorotiter dcssrito por Renoux G, Plowmet X.,
rnilippon A. (1971, Ann. Reok. véter, 2, 263-2€9) partiendo
do una &ilucidn a 1/5 y con resposto al ruedo de referencia

que titula para las 4085 rasccionss 1/640.= = = = = = = = « «

Loge resultados de los enssyoe de protaccidn se dan

Tabla 1
¥acunacién
Protecgidn | Intensidad de
infeceidn de
Bopie Ndmero ¥alo a N £ [ la rata
de adminig
tyaciones
1.16° 2 CR 16/38 47| 2,69
1.107 2 cR 13/36 50| 1,93
1.10% o 1.10° 2 R 12/20 60| 1,02
1.10° 2 8e 2A6E T8 0,77
7.10° 1 8¢ 23/57 40 2,57
70109 + lolob
1.‘1’01 2 8c « CR | 32/56 57 1,86
tentigos - - 0/45 D 5,61
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a) cobeyos protegidos

b) ndmero total de cobayos
CR instilacidn conjuntiva
8C inyeccidén suboutnea

Yetos resultados muestran que la proteccidn expresa=
da por el porcentaje de codayos nallados no infeetados an la
autépsia as de 407 para loe lotes de cobdayse vacunados de fore
ma tradicional por vis eubcuténes, a ln dosis normal de prueba
de 7.109 bacteriss. Una vacunacidn de recuerds, realizads ase-
€ 61,07
ve la proteccidn a 577. Una vacunaciédn y un rescuerdo efectuades
segdn la invencién conducen, segin la decseis (1.106 é 1.109).

gin la inveneidn, o2n una dosis de 1.10 bactoriae, olg

3 una proteceidn de 47 y 607%. Todos los snimsles temtigon estén

Las respuestas seroldgicae s la vacungeidn por via

conjuntiva a las domls de 1.106 y 1.107

bacterias vivientes
son d6viles y tempornles, incluso despuds de vacunacidn de re-
cuerdo; las mismas son inferiores a las que resultan de una va
cunaeidn por via subcutdnea a la dosis de 1.106 bacterises, y
muy inferiores de las que resultan de la vacunaeidn noruel de

pruebs, & la doels de¢ ?.109 baoterias, por vias suboutfrea, - =

Eatos resultados muestran, en varticular, que dos
ingtilaciones da vacuna B.19 de baja dosis confieren una pro-
teceldn supsrior a2 la de la vacunscién tradicional de prugha

gin engendrar sin embargo reepuesta seroldgica molepto,— = - -
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Ejemplo 2

%e hen practicado unop enspyoe para determinar las
condiciones de mplicecién de 1a vacunacidn conjuntiva segpin
1a invencidn en unos vovinoe. A ests efsctc, se ha seguido la
evolucidn ds las respucstas serslfdgices postvacunalss y la co-

lonizacidén de los ganglion linféticos para diforentes dosis 4e

YAOMNIRe™ = = = = = - wm e - - en W W W E B W W e W AW w e

71 temexcs, de uns edad de cuatrs meses spruxizaia-
nente, han reaibide por vacunacidén conjuntiva unasdosis que var
de 1.106 & 1.1019 bacteriszs vivientes, de uns suspensidn fres-
¢n ¢ liofiliseds, de lea cepa B.19. Loe temoros han sido san-
grados, y después se lee ha renlixado la autopsia 15 +» 2 6
30 &+ 2 dfas mée tarde. Las Brucells vacu:ales han sido buscadas
en los ganglios linfdticos parotidiance (P), submaxilares (K)
y retrofaringeos (fi*). Las respuestas sarclégices postvacuna-
les se miden por las prusbas ds sglutinacién (AGG), de fija-
oidn del complemanto, 42 Coowbs, ¥, paras la dltinma parte de
1a experiencia, por la sglutiracidn sobre l4mina con la ayuda

del antigemwdcido al Hosa Bungala, = = =~ =~ v - = = = o = = - -

Los terneros utilizades para estos ensayos tienen
ung edad de 3,5 a 4,5 meser en ¢l momento de la vacunacidn. Sor
sacrificsdos 15 + 2 6 30 1+ 2 dfss mdo terde. Las extracoiones
sangufeas y de los ganglios tienen lugar en la autopsia. = = »

Lre vacunacionae han sido sfectuadae o bien a partir

de cepas framoeas de 3.19, 0 bien a partir de baoterias liofili-
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gadags. Tn los don casosm los reaulitados son anfloges. Loe 3dos

tipos de surpeansidn ne obtienen comd slgue, « = « & o @ « w «

a) Suspensifn fresea

Fl cultivo se realiza an cajas de Roux, durmnte 24
heras a 37¢C, en un medio de Trypticase Soy Agar (B.D. Mérieux)
surigquecido con 1 g por litro de extracte de levedura (Yeast
Extract Difco). El cultivo es recogido en solucidn ealinas tam-
ponada, lavado por centrifugacidn, tomade de nueve en la misams
solucidn (esuepensidén 2), ajustada por medida fotométrica a la

b) Suspensidn liofilizads

La suspensién a) es centrifugada, tomada de nuevo &
la coenceatracidn aproximada de 5.1011 bacterins vivientes en
1la selucién -onstitufda pors slbimina bovina 5 g, @acarosa
T,% g, glutamato ds eodio 1 g, agua destilada 100 ml, esterie
lizacidn por filtracidn sodbre membrana ¥illipore de O.djﬁ. Bl
ta suspensidn b) es repartida eu tubos oon el volumen de 1 ml,
despuds liofilizada en un aparate Spesdivac Zdwards 30 Pi. ™
el moments del empies, la susponsidn ¢s tomada de nuevo eén agua
destilada, y despufs llevada a dilueidn deseada en solucidn

tampésn, tonieado en cuenta un valor de supervivencis de 70 = =

Las suspensiones vacunales fresca y licfiligada se
administran por vacunacidn conjuntiva, por depbsito de una go-
ta de 0,05 ml en la superficie dal ojo derecho por medio de
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Los ganglios extrafdos en el matadero son puestos
en cultivo o bien inmediatamente, o bien después de conserva-

cidn por congelacidn a =2090 dursnte » dfas com0 MEXIRO.= = = «

Cadn ganglic es desengrassdo, {lameado supsrficiasl-
nsnte, seccionsdo en dow, y despuls tomado ¢n una pinga “cas~
tioador®, de manara que se exprima el jJugo que ha quedando em
una caja de medio §T (Remoux G., 1394, Ann. Inst. Pasteur, 37,
325«333). Despuds de § dfes de incubacidén a 379C, se buscan
laz colonias de Srucells y so identifican, = = = = = = = = =

Las aglutinives so buscan y titulan por el método
gtendard en tubss (Fencux C. y Oeument R., 1966, Cahlers du
CelloeBeReleAsy ToNoEafy, Taris) en el caso de susro de ternero,
de manera que oo prectigue s continugeidn, sobre los mismos
sueros, la prueba de Ceoombs por la téonica de POZ A., 193C3,
Revista de Diagnéetico bioldgico 1, 207=2l7. = » = =« = = = =

Los anticuerpos que fijsn &l complemento han mido
titulades por sl método Microtiter cuyas referanciss se han
dado an el ejemplo 13 1a renceidn de sglutinmcidén sobre lémina
te resliza oon entigeno fcido gl NHosa Bengala del Central
Veterinary Laboratory, Yeybridge, eobrs los susyros de los dltie-

mor grupcs de terneros vacunados, que figursn en la tabla 2

Todas las prudbas sarolégicas han sido contrastadas
con el suere~rafersuolz del laboratorio, que titula 1000 unie

dndes intermpoionales sglutinamtes (UI), y que da en nuestrae
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téenicas unas rescciones 597 al 1/€4C en nglutinacidn y fija=

Loe resultados estin agrupadosc en la tabla 2. n ge-
ta tabla, las cifras relativas a lg colonizaeld: corresponden

al nimero de colonians obtenidas segin la anotacién siguiente:

L4

1l a 4 colonisy
5 a 24 colonias
25 a 124 colonias

nds de 124 colenias

#

O & w A
]

= indica lg ousencia 4¢ Jricella

Los tftulos de aglutinacidn son indicades por el
inverso de las diluciones positivas, O eignifica < 1/10; para
el tept de Coombe, O significa que el titule es el mismo que en
aglutinaciéng la reaccidn ec positiva para cualguier tftulo
dado} la fijacidén del complemento es negativa (<1/5) en todos

loseaeea‘- ....... W S MR R OGP WD Gh WD WD Wb G W @ W W aR W O
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Zeta tabla indiea tambidn ls desis administrads, el
plazo entrs la vacunacién y les syimanes, 2l nimers de tarne-

L2 colonizecidn genglionaria ka zido constatada en
26 de los 34 terneros qua hen recibido unn dosis del orden de
1.109 bacteries, y en todos los ternercs gque han racidido lase

dosis de ‘3.109 (3/9) y 1.1061° (12/12) bactoriag, = « « « = =« =

Las reacciones cersldzicas a la vacunaeidn conjun-
tiva son extremadamente reducidns: 15+ 26 30 &+ 2 dfas doo-
puée de la vacunagidén, cualquisra gus saa la dosie administrse
da, todas las pruebas de fijaeidn del complemento son negatie-
ves (<1/5), asl como las pruebas mntfgenas al Rosa Bengaln
(realigada Unicawente eu los termeroe de los seis dltimos pueg
tos de la $abla 2). Las pruebas de sglutinacidn muestran en
total cuatro reacclones por 1/10 y una al 1/20 (= 30 Ul). La
reacoidn Coombs es en $otal positiva einco veces, para unas

9

doeis de vaocuuae superisres o igusles o 1.107 bacteriag, = = =

Lia dosis 4de 5.109

bacterias, que determina por vacu-
naeidn conjuntiva una colonizacién ganglionaria sin inducir
una respuesta serolégica notable, se considera para los ensa-
yos ulterioras, que tienen por objeto deteruinar la eficacias
de¢ la vacuna adminiotraia a lag dosis que respoanden a las exi-

genciae del procedimiento sexin la invenciss y que acaban de

Sﬁrdeflﬂiﬂaﬂo---""*--‘----" ----- - - an W e
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Zjemplo 3

La oficacia del procedinmiento de wvacunacidn segin
1a invencién ha eido doterminads por compasracidn con el modo

tradicional de vacunactifli, = = « = « = c e e e @ m - = -

74 terneras, d¢ una edad de siote a doce messs, han
sido repartidas en cuatro grupos: ¢ en el grupo testigo A3 13,
en el grupo 3, han recibido la vsouna Brugells abortus cepa 19
segiin ol método clédeico, o sen 9.10lo bacterias viables por
viasubcutdnes (VSC)3 19, en el grupo C, han recibido una vacu~
na por el método clédsico, despuds, sels (Cl) u ocho (C2?) meses
ads tarde, un recuerdo por via conjuntiva (VC), en el ojo de-
reoho, oon "3.1.09 bacterias; 26, en ol grupo D, han recibide
dos instilaciones per VC ok el 0jo dersche con 5.10° bacterias,
cen seis (D1) y ocho (D2) meses d¢ intervalo, = e = > = == =

La vacuns B.19 se prepara como ss demoribe en el
sjemplo precedsnte, Se ha utilizads la ceps liofilisxds, pues-
$a on suspensidén sn una solucidn salina isoténics. Xl ndmero
de bacteriss visbles es controlado por eultivo. Las dosis de
vacuna sdministradas son de 9.20°C bacterias en un volumen de
5 ml, para la vasunacidén suboutfnea, y de 5.10° bacterias o
un voluman de 0,1 z1 (2 gotas), para la vacunacién conjuntiva.
La cepa infectants 3. sbortus 544 es inoculads a la domis de
16,4.10° bacterias en 0,1 &l por via conjuntive. = = = = = = =

1%) Dxamen serolégico

Las extracciones sangufneas s¢ practican cada semana
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& partir de la vacunacidn. Las medidas se efectdsn, como se
ha indieado aateriormente an el ejemplo 2, por aglutinacidn,
fijacién del complements, o sglutinaeién sobre lénina en me-
dio dcido con el antfgeno al Rosa Bengala (tal como se ha des~
erito por Nicoletsi P., 1967, J. Amer. vet. Xed. Asaoe., 151,

La reaccidn sorollgicn se considera positival « « = w

- si su tftulo en aglutinina es iguel o superior a 20 UI, lo
que corresponde a una sglutinacidn 1007 a la dilueidn 1/40; -

- gl su tftulo en Tijacién del complemento as igual o superior
a 1/5, ocuslquiera que sea ¢l tftulo en aglutining. ~ = = =~ ~ =

Los resultados se dan en la tabla 3. Zets indica,
en funcidn del nimers de semanas transcurridas desds la vacu-
nacién, el admers de ternorans serolégicamente positivas para

cada uno de OB EIUPG8, = e v e v v s c v e e v e o =
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Las cifras eatre pardntesis indican el nimero total
de %ernerss por grupos. Loe grupoe C y D eatdn divididos en
01, C2 ¥y D1, D2, segdin la fecha oa la cual se ha practicads

.1nma'-—---o------u--n---no---

Se coustata qua, en el grupo B, la vacunecidn es se-
guida de una respuesta positiva dursato précticanente siote
neees, & incluso hasta doce y trece mesee para dos terneras
vacunndaos respsctivamente a la edad 3o 8,5 y 10,5 meges,~ ~ «

En el grupo C, el recusrio por viag conjuntiva condue
es 8 una respuesta positiva qus se prolonge aproximadamente
doe mesap. Con respecto al grupo B, se constata que el recuer-
40, on ls préetica, no prolonga de forua sensible el periode
durante el cual el serodiasgnéstico pusde ser perturbedo por

las reaccicnes ROatvacunnles, = = = » v @ = v e e = e« - = -

Pinalnente en el grupe D, ocorrespondients a dos inse
tilaciones, no hsy précticaments reapusmtas positivas, y las
que apsrecen son limitadas tento en su duraciéz como en su
intensifod (nl mdximo O Ul)y s v e c v a v v e nv oo wwee

Las figuras 1, 2 y } indican, respectivamente, la
svolucién de los anticuerpos domificadoe por serdsglutinacién
(SA} y fijaecidn del complemento (CP) en funcidn del tiempo en

.mugm'--u-u--oun.---uu------.-.

- fig. 1, las ternerae del grupo B, seis momes despuds de la
vacunacién, y, pars lea grupos 01 y C2, 8 partir del recuordo,-
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- fig. 2, las terneras del grupo B, despuée de le vacunacidn

‘pnm‘;Qouqqnnnutwuoﬂotnnn-uy-n-n-

« fig. 3, las terneras del gruve D, después ds la vacunsocidn

d.“eﬂ.’da.‘—--.---u---n-—--u-nwuuo-

20) Nedioién de 1 proteceidn

Las 74 ternsras prscedentes han eido inseminadas a
una odad comprendide entre quince y veinte nesen. 24, no ges-
tantes 0 cuyo téraino de la gestacién ora denssiado tardfa,
han side eliminades para esta segunds parte de la experiencia
ol grupo A ha sido reducido asf a 7 snivales, el grupo B a 12,
ol grupo C a 12, y ol grups D a 19. Eatas 50 tarmeras se in-
Sroducen en un estable estenco de la estacién ousndo estén
gestanter de 4} a 63 meses, ¥y después inoouladas por depdsito

de la dosis infectante en el 0j0 ixquierdd, =« = = - = - = = =

Posterioraante a la ivoculacidn, se siguen los re-
sultados cliniocos, materializados por sl nimero de partos a
témina (264 diss) y le media de la durscidn de la gestacidn.~

Zs sfectian tmabién medidas baetereoldgicas para de-
t!!‘linl!‘.).‘!‘llﬂ ‘. inf.ﬂﬂmn. PR EE EE N T

La exorsoidn 4e las Brugells se buscs por cultivo en
¢l mueus vaginal pest-partus y en el colostrum, cuairo dims
suoesivaxente a partir del parto. Las Brucells se buscan en ¢l
bago, los pulmeones y el lfquido glstrico de los fetos y torne-
oS miortos Qe distocin, ~ v v v s s v w R v e nmeremew
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Tias vacas son sacrificadas sels semsnas sproximadaw-
nente deapuds del parto. 19 ganglios y 10 trozos de Srgano son
suntrafdos, mélidos separadamente 0 en mezelas, ¥y reagrupades
en 10 molides., Cada unc de loe dier molidoe, los mAs frecuene
tomente infectados (ganglios retromamarics, ilfacee y de la
cabarza, cuartos de mama) ¢s inseminado en dos cajas suplemen=
tarins, puestas en la estufa sin 002 para la puseta en eviden=
cia evantual de la cepa de vacuna .19 que no ha sido encon~

traﬂanmca.onunouuu----------------

Para cada enimal hallado infectado, una colonis por
1o menos es identificads por la aglutinacidn sobre léming con
los entieueroe especificos, la lisot{pia, la dependencias sacia
21 €0y ¥ la puesta en evidencia 4el cardcter ureasa~-nagative,
carficter que ee propio de la cepa 4e prueba 544. Todes las

copas alsladas presentaban egtos caractered, « = « « « o = =

Los resultados estén relaclonados on la tabla 4. ™

esta Stabla estén indlcados, vara cads gEUPOS « « = = « = =« = -

el nimero total de partos a témaino,

4

la duracién msdia de la gestacidn,

~ el ninero de termerac en las cuales las Brucglla han sido

halladas de nueovo,

- @l ndmero de terneras infectadse.
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Do formz eignificativa se constata que la media deo
infeccidn on lom grupos vacunedos ev muy inferior a la del
grupo testigo. 1l recuerde por via conjuntiva incrementa muy
netamente la protecclén obtenida por la vacunacidn cldsics. La
vacunacidn por dos inetilaclones conjuntivas da mejor resule

tadas que 1la vacunacidn ¢lfslca. = =~ - « = e e c m G m e v -

n la prdctica, operando segin ol modo realizado pa-
ra 31 grupo C, 9s puede reforzar notablemente la vacunaeidn
cldeica sin inconveniente para las reacclones serolfgicas. la
vacunacidn tal como ge ha efectuado an el grupo D permite
eviter las obligaciones ligndas a la horquills d¢ edad do 1a
vacunacidn clésica slendo =l mismo tiempo més eflicaz que dsta

¥ gin dejar anticuerpos n un ${tulo signifiogtivo. =« « = = = =
R 0 T A

Se¢ declaran de novedsd y propiedad para Fepaila, sue

territorios y plazas de moberanin, las sigulentes: « = = « =

RRIVINDICACIONTES

l.~ Procedimiento da vaounacién contra la brucelo-
eis, caracterizade porque se instils en la conjuntiva de los
aninales tratados una dosie e fBrucells vivientes de una cepa
avirulanta 0 convertida en avirulenta, on suepensién sn un me-
dio compatible con la aplicmcidn sobre la conjuntiva, siends
dicna dosim suficlents para que proveque una colonizacidn de

per lo menos uno de los ganglios linfdtivoe qus drenan la
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15.

25

sona orbital, y pare gue esta colonizscidn perrista aproxina-
4ageate por lo menos un mes posteriormente a dlcha inmtilse-
oddin, no excodiends estm A0sis #in embargo, pricticasments, de
1a que indueirie uns Pformmcién duraders d¢ loe anticuerpos
Aumorales reaponsablex do lax rezpusstoe pomiliivae on las

prugbse tradiclonalss de deteccidn de¢ 1a infaceifn, « = « - -

2.~ Procedimiento segdn 1z reivindicacidn 1, earace
terizado porcue la dosis no excede do la que inducirfs 1a
formacidn de manticuerpos humorales de peguelia amplitud y sue~
captibles d¢ persistir mfs =114 22 u2 perfedo de tree neger

roateriormente & lg inatilucidn, = « = = « = « - - e - o - -

3.~ Procedimiento eegin la reivindicacién 1 6 2,
caraoterizado porque coaprendes una primera instilacidn, segui-
da de una instilacién de recusrdo sfectuada en las mismas con-

diciones, normalmente como ninimd trees meses despuds de le

prmr..no-oo-‘—-n--.o——----—--o—--

4, Procedimiento segin la reivindicacién 1 6§ 2,
caractarizads porgue le lustilacidn se hacs en racuerdo de

une vacunacifén tradicionsl, particulersmente por via subcuté~

n".‘-‘—'------“.-‘.-'--”-’---.

%,- Procedimiente segdn sualquiers de las raivindie
cacionas anteriores, caracterizado porgue lae baclarias uti-

lizadas son del tipo Brucella abortus de cepa B.19 (registra-

€.~ Proedimiento segdn la reivindicsoidn 5, carace



- 1] -

terizado porgque, para vacunar bovines, =8 instils una dosis
de vacune qus contlene de 199 a 1010 bacteriss, y preferonte-

T.= Procedimiento segin la reivindicacién €, carace
terizado porgque se efectia una prizera instilacidén a unos
vovinos de una edad de cuatro a diez meses, y luego, después
de un perfode de por lo menoas tres mases y en loe bovinos ds
una edad entonces de dieg a veinticuatro meses, se efectda
una segunda instilacidn en unas condiclones précticamente

Gee Procedimiento segin la reivindicaeidn &, carace
terizado porque la inetilmeidn congtituye un rocuerdo de uns

vacunzelién tradiocional por via subouténen, = « « = « = = « «

3, Irocediniento segdn la reivindicacidn 8, carac~
terizado porgue la instilacidn mse afectla por lo :enos trem
memes despude de ln inysoeidn subouténes y en unog bovinos
de aedad de diez g quince mesez, nablendo sido efectumda la

inysccidn subeutdneas entre los cuatro y siete meges, = = = =

12.= “rocedimiento segia cuslquiera de laz reivine
dicaciones 1 a 4, corscterigado porgue lso bacteriaw utilise-
das son del tipo 3rucella meliteneis de cepa Pov. 1 (disponi-
ble en la ®chool of Fublic ‘iealth, University of (glifornia,

Ber’keley' Cal.' t:.:;‘.a‘).-----—-w-w--------

li.~ "rocadimiento segin la reivindiecacidn 19, carac

terizrdo porque, para la vacunacldn de ovinos, la dosis instie~



1mi.

5

lada contiane de 5.105 A 5.106 baoteriag, y preferantenente

12.~ "PROCEDIMIZNTO DZ VACURACION CORTRA LA BRUCE=

Todo ello conforme se descoribe y reivindica en ls
presente memoria, que consta de treinta y cuatro hojas, folim=
das y meomnografiadss por una oola de sus caras y de dom lémi-

nes de dibujos gue la ilustran.
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INSTITUT FATICKAL DE LA RECHERCHE AGRONCMIQUE
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