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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de Invencidn se refiere a
un procedimiento para la preparacifén de agentes inmundge-
nos contra la peste porcina y permite consegquir nuevos
agentes inmunbgenos para dicha aplicacidn.

Las medidas profilicticas contra la peste
porcina evolucionan en Francia en funcifn de los riesgos
de propagacitn de la misma. En 1964, despu&s de una
epizootia constatada cuyo origen era la llamada peste
porcina "africana", las autoridades correspondientes
decidieron el sacrificio de los animales de las cuadras
infectadas. Estas medidas dristicas habian permitido la
erradicacidén de la enfermedad asi como simultineamente
la de la peste porcina llamada cl&sica o "europea" que
aparecia anteriormente de manera endé&mica. Habiendo
desaparecido la infecci6n, se han dejado de aplicar las
medidas mencionadas. Después de ello, se ha constatado
la renovacidén en Europa de focos de peste porcina clési-
ca. Por el nfimero limitado de casos registrados, del
orden de una veintena al mes en Francia, la politica de
sacrificio, cuyo coste es relativamente elevado no se ha
puesto en vigor y actualmente, la profilaxia pasa por la
vacunacién preventiva de los animales.

Actualmente, las vacunas conocidas est&n consti-
tuidas por preparados que contienen virus vivos modifica-
dos.

Para conseguir dichos virus modificados se

utilizan principalmente cepas que hayan sufrido un
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nimero importante de pasos por animales no receptores
tales como el conejo., También se ha propuesto utilizar
virus mutantes conseguidos por cultivo a temperatﬁras
inferiores a las normales.

Las ventajas de las vacunas vivas son esencial-
mente la rapidez y la duracibn (1 a 2 afios) de la protec-
cidn conseguida. No obstante{ estas vacunas vivas no son
segfin parece capaces de provocar la erradicacién completa
de la enfermedad. Incluso se ha adelantado la hipbtesis
de que esta poblacidn virica que se ha extendido por la
vacunacidn, por modificaciones inversas de las que han
llevado a su "modificacibn", podria conducir al desarro-
1llo natural de variedades patbgenas, cuando vuelve a
encontrar condiciones favorables y principalmente con
sujetos receptivos. La utilizacifn de la vacuna que
contiene virus inactivados no presenta este tipo de ries-
gos y su utilizacifn es por lo tanto particularmente
deseable.

Cronolbgicamente, las primeras vacunas utiliza-
das contra la peste porcina eran del tipo de virus inac-
tivado. Estaban constituidas por homogeneizados de bazos
de animales infectados activados con ayuda de cristal
violeta (cloruro de metilrosanilinio). Su utilizacidn ha
sido no obstante abandonada dando preferencia a las
vacunas que contienen los virus modificados. En efecto,
la preparacién y utilizacibn de estas vacunas rudimenta-
rias, que constituyen los homogeneizados inactivados,

presentan grandes dificultades. Em primer lugar, es nece-
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sario disponer de modo continfio de animales donadores
infectados; en segundo lugar en razdén misma de su modo de
obtencién es practicamente imposible conseguir preparados
que presenten caracteristicas bien definidas. Las vacunas
de ese tipo no pueden evidentemente ser convenientes para
tratamientos organizados de modo sistemitico.

Recientemente, han tenido lugar diversos inten-
tos para preparar una vacuna inactivada que responda a
las condiciones exigidas en la prictica. Hasta la actua-
lidad, ninguna ha permitido la puesta a punto de té&cnicas
convenientes, es decir, que lleguen a conseguir una vacu-
na eficaz, exenta de cualquier riesto patdgeno y cuyas
caracteristicas sean bien definidas y reproducibles.

La presente Patente tiene por finalidad propor-
clonar un procedimiento para la obtencién de agentes
inmundgenos contra la peste procina constituidos a partir
de virus inactivados que respondan a las exigencias
dichas.

El procedimiento de preparacién de agentes
inumSgenos contra la peste porcina seglin esta Patente se
caracteriza por la realizacién de una inactivacidn de
cultivo de virus patdgenos de la peste porcina con ayuda
de un agente alquilante, escogiéndose la naturaleza y la
concentracidn de dicho agente de manera que la cinética
de -la reaccidn de inactivacidn pueda quedar controlada,
consiguiendo asi la inactivacién completa de los virus
sin pasar de los limites para los cuales se llegarfa a la
desnaturalizacidén de los virus y por consiguiente a la

desaparicién del poder inmundgeno.,
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En el procedimiento objeto de esta Patente, se
puede utilizar cualquier cepa de virus patSgeno de peste
porcina, particularmente la cepa aislada en el laborato-
rio central de investigaciones veterinarias de Maisons-
Alfort y designado por la abreviatura A-19,

Los virus conseguidos son inactivados quimica-
mente por un agente alquilante. Las condiciones de esta
inactivacién deben permitir la eliminacidn completa del
poder patdgeno de los virus, dicho de otra manera, su
capacidad de réplica debe ser completamente destrufda y
al mismo tiempo, la inactivacidn no debe ser llevada de-
masiado a fondo para evitar la desnaturalizacién de los
virus. Con esta finalidad, se escogen agentes alquilantes
cuya accidn sea suficientemente prograsiva para que la
reaccidn pueda ser bien controlada.

Ensayos llevados a cabo previamente permiten
para cada agente algullante, para concentracién del mismo
y para cada temperatura, determinar el tiempo minimo
necesario para conseguir la inactivacién del cultivo
virico. En estos ensayos, se estudia la ciné&tica de la
reaccidn, dicho en otras palabras, se mide en funcién del
tiempo transcurrido desde el inicio de la reaccidn, el
contenido de la mezcla de virus que todavia no han sido
inactivados. Para efectuar esta medicidn, se puede utili-
zar especialmente una técnica de inmunofluorescencia. La
repeticidn de estas mediciones a intervalos de tiempo
regulares permite determinar, por extrapolacién, el tiem-

po necesario para conseguir la inactivacién completa de



10.

15.

20.

25,

la suspensifn virica en las condiciones particulares del
ensayo.

Segfin la presente Invencidn, se lleva a cabo la
inactivacibn de los virus con un agente alquilante tal que
no induzca la pérdida de actividad inmunSgena de los virus
tratados después de una duracibn de contacto igual y por
lo menos tres veces el tiempo necesario para su inactiva-
cidn completa. De modo preferente, las condiciones de inac-
tivaci6n se mantienen durante el doble de tiempo necesario
para la inactivacidén completa. En estas condiciones, se pue-
de estar seguro de la inocuidad de la preparacidn y del hecho
de que las propiedades inmunbgenas de dicho preparado no son
efectuadas de modo redhibitorio.

Se termina la reaccib6n de inactivaciém en el mo-
mento deseado introduciendc en la solucién una cantidad su-
ficiente de un agente gue inhibe la accidn del compuesto de
alquilacibn, por ejemplo un suero. La solucidn del agente
virico conseguida es conservada hasta su utilizacidn.

Segfin la presente Invencibén, un agente alguilan-
te preferido es el constituido por el glicidaldehido pero
se pueden utilizar ingualmente otros agentes alquilantes,
con la condicién de que su accibn sea progresiva y permita
el control de la reaccién., Si se utiliza el glicidaldehido, su
concentracién queda comprendida preferentemente entre 0,01%
y 0,001%, preferentemente alrdedor de 0,005%.

Siempre para este mismo agente algquilante, la
temperatura de la reaccidn queda preferentemente compren-

dida entre 209C y 350C y preferentemente alrededor de 28eC.
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Tal como se ha indicado en uno de los ejemplos
que ilustran esta Invencidn, es necesario aproximadamente
un tiempo de 3 horas para conseguir la inactivacibn com-
pleta de los virus cuando &sta se efectfia con el gli-
cidaldehido con una concentracién de 0,005% y a una tem-
peratura de 28¢eC,

Tal como se ha indicado anteriormente, la pro-
duccién de una vacuna contra la peste porcina requiere la
disposicidn de virus en cantidad abundante y regular,
Ademis, para que la vacuna final presente una buena efica-
cia, es necesario que su concentracibén en antigeno de va-
cuna sea suficiente. Como consecuencia, el contenido en vi-
rus del cultivo inicial debe ser lo mis elevado posible a
fin de limitar las operaciones de concentracién. Se escogen
preferentemente condiciones de cultivo que permiten conse-

guir una concentracidén no inferior a 106 UFP/ml (unidad

que forma zona o playa) y preferentemente superior a 5 x 106

UFP/ml.

La ré&plica del virus solamente se puede produ-
cir en c&lulas vivas capaces de ser parasitadas. Los cul~-
tivos en Organos presentan numerosas dificultades materia-
les y se prefiere los sistemas de razas celulares perpetuas.
Para cultivar los virus de la peste porcina se utiliza
preferentemente segfin la Invencidn, el cultivo celular
denominado PK15 (del inglé&s Pig-Kidney).

Cuando los cultivos llegan a un estadio de
desarrollo conveniente, se rompen las c&lulas del medio

de cultivo a fin de liberar el miximo de virus lo que
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puede ser conseguido de modo tradicional, por ejemplo por
una sucesibn de operaciones de congelacién y descongela-
cidén., Los virus son separados a continuacién del medio de
cultivo segfin procedimientos usuales tales como princi-
palmente la centrifugacidén y el filtrado. La centrifuga-
cibn permite principalmente eliminar las cé&lulas o los
residuos celulares, concentréndose en virus el medio
recuperado, por ejemplo mediante ultrafiltrado.

La presente Invencién se refiere asimismo a los
preparados medicamentosos que contienen los agentes
inmunégenos contra la peste porcina y que se consiguen
por el procedimiento anteriormente descrito. La Invenci®n
concierne especialmente a vacunas que contienen una dosis
eficaz de estos agentes inmunbgenos asociados, en caso
preciso, con excipientes o adyuvantes que facilitan su
administraciﬁnlo que favorecen el crecimiento de la
proporcidn de formacibén de los anticuerpos,

Ventajosamente, los preparados de vacunas, se
dosifican para contener como minimo lO6 unidades de
antigeno y preferentemente 107 unidades como minimo y més

7 8 unidades de antigeno.

en particular entre 5 x 10" y 10
El volumen de estas dosis de vacuna queda comprendido de
modo c¢bmodo entre 0,5 y 10 ml y preferentemente entre 1 y
8 ml.

Para fortalecer la accidén inmunSgena de los
virus inactivados segfin esta invencibén se pueden asociar
&stos a adyuvantes de tipo clésico y especialmente adyu-

vantes aceitosos en forma de emulsidn. Como compuestos
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aceitosos utilizados como adyuvantes inmunol8gicos para
las vacunas segfin esta Invencidn se pueden citar por
ejemplo los aceites de parafina, vaselina, etereé glicb~
licos de alcoholes grasos o aceites andlogos, eventual-
mente adicionados a agentes emulsionantes.

Otros detalles de esta Invencidn aparecerén por
los ejemplos de antigenos de peste porcina y vacunas que
les contienen y que forman objeto de la descripcién
siguiente.

En la descripecifn, las titulaciones en virus se
expresan en UFP/ml. Las mediciones se han efectuado por
inmunofluorescencia indirecta sobre cé&lulas PK1S5.

19/ produccidn del virus

Se ha utilizado la cepa virica denominada A-19
del Laboratorio Central de Investigaciones veterinarias
de Maisons-Alfort. Esta cepa patSgena procede de una cepa
"salvaje" que se ha pasado diecinueve veces por un medio
celular constituido por cé&lulas genéticamente controladas,
de rifidn de cerdo del tipo PK 15, Esta cepa de virus es
patSgena y se multiplica bien en las celulas PK 15. La

cepa de origen conservada tiene una titulacidén de 106

UFP/ml.

El cultivo se desarrolla por etapas a partir de
las cepas. En cada etapa el protocolo utilizado es el
siguiente:

-se prepara un cultivo de celulas PK 15 en un
medio esencial de Eagle (M.E.M.) con la afiadidura de 8%

de suero de becerro fetal (Flobio); despu&s de 36 horas
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de cultivo el tapiz celular apenas confluyente es inocu-
lado con la cepa virica.

- durante una hora a 372 C, se deja desarrollar
la adsorcidn del virus;

- se aflade medio M.E.M. sin suero pero con los

antibidticos siguientes:

Penicilina 100 U.I./ml
Estreptomicina 0,2 mg/ml
Polimixina 100 U.I./ml.

- El cultivo se mantiene 60 horas a 389QC para
consegulr una titulacidn méxima en virus.

- Para romper las cé&lulas del medlo de cultivo
y recoger los virus se afiade al medio 5% de dimetil-sul-
foxido y se congela y descongela dos veces; se clarifica
la suspensibn virica por centrifugacidén a 10.000 g duran-
te 30 minutos.

Las diferentes etapas cuyo protocolo se ha
indicado son las siguientes:

- 1 ml de virus de cepa sirve para inocular un
recipiente Falcbn de 60 ml; se recuperan 8 ml de suspen-
sidén virica.

- Con esta, se inocula 1 caja de Roux de un
litro y se consiguen 80 ml de suspensién virica;

- Se inoculan a continuacidn 8 de cajas de Roux
de un litro y se consiguen 800 ml de suspensidn virica.

~ Finalmente se inoculan frascos rodantes de 1
litro a razén de 20 ml de la suspensién virica anterior y

se recogen 100 ml de suspensiSn virica por frasco cuya
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titulacidn es de 5 x 106 UFP/ml.

Por la iltima etapa del cultivo, es decir en
los frascos rodantes, no se afiade dimetil-sulfoxido que
harfa dificil la etapa de concentracifn posterior.

Se concentra la suspensién virica, preparada
del modo que se ha descrito por ultrafiltrado con membra-
na XM 100 de la Sociedad AMICON, en una cé&lula de 350 ml
bajo agitacidén y bajo presidn de 0,7 bar en atmdsfera de
nitrégeno (calidad m&dica). Se opera a+4e C.

Se recupera la suspensifn virica cuando su
volumen queda reducido a 1/30 del volumen inicial. El
rendimiento es précticamente de 100%. Se consigue asi una
suspensifn cuya titulacibn media esti comprendida entre
5.10' y 10% urp/m1.

29/ inactivacidtn de los virus

La inactivacidn se efectfia bajo agitacifn con
proteccibn contra la luz a temperatura constante de 28e C
mantenida en baiio maria.

Se ha utilizado glicidaldehido con una concentra-
cibn de 0,005 % como agente alquilante.

Para determinar el tiempo necesario de inacti-
vacién de la suspensibén virica en estas condiciones se
extrae cada hora una muestra alicuota que se dosifica
despu&s de la dilucién a 1/10. De este modo se determina
la curva de inactivacién de la suspensidn, es decir, el
nimero de UFP/ml (referenciado en unidades logarftmicas)
en funcidn del tiempo de inactivacibn. La extrapolacién

de esta curva permite determinar el tiempo necesario para
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conseqguir la inactivacidn completa.

En el presente caso ese tiempo es aproximada-
mente de 3 horas y se ha mantenido la reaccibn de inacti~
vacidén en total durante 6 horas. La reaccifn se detiene
por afiadidura a la suspensibén de 2,5 % de suero de bece-
rro fetal.

Esta suspensidn de antigeno es conservada a

4a C.

39/ preparacién de la vacuna contra la peste

porcina

Se utiliza para la preparacifn de las vacunas,
un adyuvante aceitoso formado por aceite de vaselina y de
una mezcla de &teres poliglicdlicos de alcoholes grasos.

La mezcla se hace afiadiendo progresivamente y
bajo agitacidn suave, la suspensién de antigeno preparada
en el punto 2¢ en la fase aceitosa, encontré&ndose las dos
fases en cantidades iguales.

Se obtiene asi la vacuna bajo forma de una
emulsién blanca que es conservada a -+ 4¢ C.

Las vacunas preparadas tal como se ha indicado
forman el objeto de ensayos in vivo, destinados simult&neamente
a controlar su inocuidad y su actividad.

control de inocuidad

Varios lotes de vacunas han sido controlados en
cerdos en los que se asegura previamente, mediante pruebas
serol6gicas que no han estado anteriormente en contacto
con el virus.

Con esta finalidad, 6 cerdos han recibido una
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inyeccidn de 5 ml de la vacuna preparada tal como se ha
indicado. Durante los 30 dfas siguientes a la inyeccibn
no se ha comprobado ni hipertermia més alld de 409 C ni
signos clinicos de infeccidn.

Simulténeamente, 15 cerdos se han puesto en
contacto con los animales vacunados del ensayo que se ha
indicado anteriormente. Despu&s de 10 semanas, ninguno de
los 15 animales presenta anticuerpos contra la peste
porcina.

control de actividad

a/ 2 cerdos de 30 y 40 Kg. se han vacunado por
medio de 5 ml de la vacuna cuya titulacién es de 108
UFP/ml y que ha sido inactivada a 25-302C durante 4 h,
30 minutos, con 0,05 o/oo de glicidaldehido. 15 dfas
despuds de la primera inyeccibn los cerdos recibian
nuevamente 5 ml de la misma vacuna.

Se ha verificado la proteccibén conferida por
esta vacunacidén inyectando 2 ml de un homogeneizado a
1/10 de bazo virulento, 6 semanas depués de la vacuna-
cibn.

La dosificacidn de los anticuerpos de peste por
inmuno-fluorescencia es negativa 15 dfas después de la
primera vacunacidn. 30 dias después de la segunda vacuna-
cién el Indice de neutralizacibn, con la ayuda de un
suero con dilucibén 1/20, es respectivamente de 3 y de 5
para cada uno de los cerdos.

Durante el mes siguiente a la inyeccidn de la

dosis de prueba, los animales vacunados no presentan ni
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signos clinicos ni hipertermia mis alld de 40c C, mien~

tras que en las mismas condiciones, un animal testigo,

no vacunado, ha muerto 8 dias despu&s de la inoculacién.

b/ Cuatro cerdos de 50 Kg han recibido con 15

dias de intervalo, 5 ml de vacuna cuya titulacién es 10

7

y cuya inactivacién ha sido efectuada a 25-27¢ C durante

5 horas 30 m, con glicidaldehido con una concentracién

de 0,005 %. Se ha sequido en estos animales la evolucidn

del indice de neutralizacibn con el suero a concentracién

1/20. Los resultados conseguidos son los siguientes:

Tabla 1
NGmero de dias
después de la Indice NGmero de cerdos
primera vacunacién
15 nulo 2
débil 2
30 - <1 2
2 2
37 1 1
2 2
3 1
42 3 4
75 3 4

En los animales testigo en contacto con los

cerdos vacunados no se revela formacién alguna de anticuer=-
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pos.

90 dias despu&s de la primera vacunacién, se
efectua la inyeccidn de prueba tal como se ha diého
anteriormente. A continuacidn de esta inyecci6n no se
observa ningfin signo clinico ni hipertermia en los
animales vacunados mientras que el animal testigo muere

después de una hipertermia a 410-42¢ C.
¢/ Se han renovado los ensayos de vacunacién
en lotes de animales a fin de variar las dosis adminig-
tradas. La vacuna utilizada tiene una titulacién de 5 . 107
y ha sido inactivada a 282 C durante 5 horas 45 m.
La composicidn de los lotes y los tratamientos
efectuados son los siguientes:
- 13 animales han recibido 2 veces 5 ml de vacuna
con 15 dfas de intervalo,
- 13 animales han recibido 2 veces 2,5 ml de vacuna
con 15 dias de intervalo,
- 13 animales han recibido 2 veces 1 ml de vacuna
con 15 dias de intervalo,
- 7 animales han recibido 1 vez 5ml de vacuna,

- 15 animales testigo han sido situados en contacto

con animales vacunados.

La investigacién de los anticuerpos y su titu-
lacibn en dilucién de suexro se han realizado 10 semanas
después de la primera vacunacibn con los siguientes

resultados.
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Tabla 2
Vacunacidn Titulacidn Titulacién media
2 x5 ml 1/80, 1/80, 1/60, 1/80, 1/1000
1/80
2 x 2,5 nl 1/60, 1/60, 1/80 1/80

1/40, 1/20, 1/40

2 x1ml 1/10, 1/20, 0, 1/20 1/20
1/20, 1/40

1l x5 ml 1/10, 1/20, 1/20, 1/10 1/10
1/10

testigo - -

Diez semanas despuds de 1la primera vacunacifdn, los
animales reciben la inyeccifn de prueba de 2 ml de homoge-
neizado de bazo virulento diluido a 1/10. E1 comportamien-
to de los animales en cada lote posteriormente a 1la
inoculacibn es el siguiente.

ler. lote (2 x 5 ml)

- Se comprueba una hipertermia fugaz en dos
animales.

- Un animal muere 15 dias despué&s de la prueba
sin hipertermia ni signos clinicos de la infeccibn. La
autdpsia muestra ausencia de lesiones de peste tipicas
y la presencia de una fuerte peritonitis. La inmunofluo-
rescencia de homogeneizado de bazo es negativo.

- No hay nada que seflalar en cuanto a los
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otros animales del lote.

20 lote (2 x 2,5 ml)

- Dos animales presentan hipertermia ( - > 412 ().
- Nada a sefialar para los otros animales.

3er, lote (2 x 1 ml)

- Cinco animales presentan hipertermia ( -2 419C).
- Dos animales mueren, uno de los cuales era enfer-
mizo (Gltimo de camada) (aportacién). El diagn&stico es
de peste porcina.
~ Nada a sefialar para los otros animales.

42 lote (1 x 5 ml)

- Tres animales presentan oscilaciones térmicas

entre 40 y 4lcoC.

- Nada a seflalar para los otros animales.

Testigos

- Los quince animales mueren a los 10 dias
después de la inoculacién, depu&s de haber presentado -
hipertermia superior a 419C y los signos clinicos de la
peste porcina. Los ensayos de inmunofluorescencia en el
bazo han sido positivos.

Estos resultados demuestran que la proteccibn
conferida por las vacunas seg@n la presente invencién es
muy satisfactoria incluso si se efectfia una inyeccidn
inica y tambi&én cuando se llevan a cabo dos inyecciones
de poca dosis (y ello a pesar de que la proporciédn de
antigenos circulantes permanece d&bil).

Todo cuanto no afecte, altere, cambie o
modifique la esencia del procedimiento descrito, serd

variable a los efectos de la actual Patente.
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NOTA,

Se reilvindica como objeto de esta Patente de
Invencidn: |

1.- Procedimiento para la preparaciédn de
agentes inmundgenos contra la peste porcina, caracteriza-
do por la realizacifn de una inactivacidén de cultivos de
virus patSgenos de la peste porcina con ayuda de un
agente alquilante, escogiéndose la naturaleza y la concen-
tracidn de dicho agente de manera gque la cin&tica de la
reaccién de inactivacidn pueda ser controlada, de tal
manera que la inactivacibén queda completa sin pasar de
los limites m&s alld de los cuales se llegaria a la
desnaturalizacidn de los virus y que se detiene la reac-
cién de inactivacifn neutralizando el agente alguilante
en exceso. _

2.~ Procedimiento para la preparacién de
agentes inmundgenos contra la peste porcina, caracteriza-
do porque los virus utilizados son los de la cepa patdge-
na A-19.

3.~ Procedimiento para la preparacién de
agentes inmundgenos contra la peste procina, segin la
reilvindicacién 1 o la reivindicacibn 2, caracterizado
porque la duracidn de la reaccidn de inactivacién queda
comprendida entre 1 y 3 veces la duracibn necesaria para
conseguir la inactivaci6n completa de la suspensién
virica tal como esta queda determinada por el estudio de
la cinética de la reaci®n de inactivacidn.

4.~ Procedimiento para la preparacidn de
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agentes inmunSgenos contra la peste porcina, segiin
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracteri-
zado porque el agente alquilante es el glicidaldehido

y porque este se emplea a razbn de 0,01% hasta 0,001% y

preferentemente alrededor de 0,005%.

5.- Procedimiento para la preparacién de agentes
inmunégenos contra la peste porcina, seglin la reivindica-
cibn 4, caracterizado porque la temperatura de inactiva-
cidn es de 202C a35eC y preferentemente alrededor de
289cC.

6.- Procedimiento para la preparacidén de
agentes inmundgenos contra la peste porcina, segfin la
reivindicacidén 4 o la reivindicacitn 5, caracterizado
porque la reaccidn de inactivacibén es mantenida entre 4
y 7 horas.

7.~ Procedimiento para la preparacibn de
agentes inmunSgenos contra la peste porcina, segfin
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracteri-
zado porque los virus provienen de cultivos en un medio
celular del tipo de control genético perpetuo.

8.~ Procedimiento para la preparacién de
agentes inmundgenos contra la peste porcina, segfin la
reivindicacidn 7, caracterizado porque el medio celular
queda constituido por celulas de rifién de cerdo conoci-
das con la designacién PX 15.

9.~ Procedimiento para la preparacién de
agentes inmun8genos contra la peste porcina, segfin la

reivindicacidn 7 o la reivindicacidn 8, caracterizado
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porque los virus cultivados en suspensidn en el medio de
cultivo son concentrados hasta una titulacidn como
ninimo 106 UFP/ml y preferentemente como minimo igual a
5 . 10° urp/mi.

10.- Procedimiento para la preparacién de
agentes inmundSgenos contra la peste porcina, segln las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque los agentes
inmundgenos son dosificados de manera que cada dosis
contiene por lo menos 106 unidades de antigeno y pre-~
ferentemente un minimo de 107.

11.- Procedimiento para la preparacién de
agentes inmunSgenos contra la peste porcina, segfin la
reivindicacibn 10, caracterizado por la afiadidura al
agente inmunbgeno, de un adyuvante aceitoso, efectuando
la emulsidn de la mezcla.

12.~ Procedimiento para la preparacitn de
agentes inmundgenos contra la peste porcina, segln la
reivindicaci6bn 11, caracterizado porque el adyuvante
aceltoso afiadido contiene aceites de vaselina y éteres
glicolicos de alcoholes grasos.

Sean cuales fueren las circunstancias que
concurran en la esencialidad de la Patente de Invencidn
definida en las anteriores reivindicaciones, cuyc objeto
es:

13.~ "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
AGENTES INMUNCGENOS CONTRA LA PESTE PORCINA".

Consta la presente memoria de veintiuna hojas
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foliadas, mecanografiadas por una sola cara.

Barcelona, -8 ABR. 1977

P.A. de AGENCE NATIONALE DE VALORISATION DE LA
RECHERCHE (A N V A R),

ALFONSO DURAN

JR/mj
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