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La presente invencién se refiere a un nuevo pro
cedimiento, técnicamente avenzado, para la obtencidén de vacu-
nas (tanto de vacunas vivas como también de vacunés muertas).

Ta es conocido que se pueden debilitar los mi-~
croorganismos, especialmente las bacterias y virus ﬁediante
un némero de pasadas (cultivos de tejido § bien animales vi-
vientes'q‘orgénicos, etc.) con lo que los virus y bacterias

asi atenuados, si bién son capaces de multiplicarse, sin embar-

-g0 han perdido su patogenidad. Tales virus atenuados han man-

tenido sin embargo su imunogenidad (vacunas vivas). La desven-
taja de estos procedimientos de atenuacidn, varias veces des-
critos en la literatura (vease por ejemplo, la publicacidén ale
mana 20 33 946) es ante todo el enorme tiempo y trabajo, que
es necesario hasta que por las pasadas se ha alcanzado el gra-
do de atenuacidén deseado.. Asi se buede contar en una atenua-
cidén a través de por ejemplo 100 pasadss por cultivo de teji-
do con una durscibn de la atenuacién de aproximadamente un
afio. ‘

 Tambien es conocido que los microroganismos,
preferentemente las bacterias y virus, se pueden inactivar
con ayuda de agentes quimicos (asi llamsdos "agentes inacti-
vadores"). Como agentes de inactivacidn entrsn en considera-
cibn una serie de distintas sustencias quimicas y clases de
sustanciass, por ejemplo, formaldehido, etilenimina y sus de-
rivados, glutaraldehido, @-propiolactona, fenol, perdxido de
hidrégeno y distintos otros,

Los procedimientos conocidcf, sin embargo, no

siempre se pueden emplear con todos los microorganismos, la
duracidén de la inactivacidén con distintos agentes inactivado-

res (por ejemplo, formaldehido) es en parte larga.
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| ciosos no resultan inactivados,

También es conocido que, por ejemplo, por la
actuacidén de calor o de luz ultravioleta se puede realizar una
inactivacidén de microorganismos. }

Los procedimientos de inactivaciédn conocidos
tienen en parte distintas desventajas, asi se destruye en par-
te la congtitucién determinadora de los antigenos de los micrg
'crganismos, por ejemplo, de los virus. Ademis es algunas veces
dificil provocar una destruccidén total de las propiedades in-
fecciosas de los microorganismos y al mismo tiemplo mantener
las propiedades anti{genas. En parte es posible, por recombi-~
nacidn y/o0 mutacidn 'que bajo circunstancias algunos midroor—
ganismos #nactivados recuperen sus propiedades infeccioses.
Ademés, por ejemplo en la realizacidn de.las inactivacidén gon
formaldehido o bajoJios efectos de la iuz ultravioleta, existe
el peligro de la formacidn de asglomerados, con lo que bajo cir

cunstancias cantidades parciales de los microorganismos infec-

Se ha descubierto ahora que microorganismos,
prefefénteﬁente bacterias y virus, pero tambjen micoplasmas y
clamidios, se pueden insctivar mediante tretamiento en un cam-
po eléctrico de corriente alterna o bien debilitar en suspen-
sién, y preparar de ellas vacunas vivas 6 bién muertas.

Mediante la obtencidén de vacunas vivas o bien
muertes, seglin el procedimiento de la presente invencién,se evi
tan las desventajas anteriormente descritas de los procedi-
mientos de atenuacidén o bién de inactivacidén hasta ahora dados
a conocer, El procedimiento de la presente invencidn represeﬂ-
ta, por lo tanto, un gran progreso sorprendente en el terreno

de la medicina humsna y veterinaria.

El procedimiento de la presente invencidn se regd
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liza en un recipiente de reaccidn bajo condiciones esteriles.
Han demostrado ser cénvenientes los aparatos que se aprecian
en las figuras 1 y 2. El aparato (1) se compone de una bote-
lla plana de vidrio con tres aberturass. La sbertura en el cue-
1lo de la botella (3) estd cerrada por un tapén que contiene
un tubo de salida cerrado por una vllvula, las otras dos aber-

turas estén asimismo cerradas por tapones a través de los cua-

les se conducen los electrodos de metal noble,por ejemplo, oro,

platino o plata, p;eferentemente plata, pero también aleacio-
nes de metales nobles, que se comectan a una fuente eléctrica
de tensidén de corriente alterna (1), (2). Para el control se
bha dispuesto en la botella un termdémetro (5).

‘ En el recipiente 48 vidrio se encuentra la sus-
pensidén de microorganismos a tratar convla corriente electri-
ca alterna. Las condiciones de ensayo a seleccionar (tempera=-
tura, duracidn del tratamiento con corriente eléctrica alter-
na, tensibén de la corriente alterna, intensidad de corriente,A
valor pH, etcéters) dependen de la constitucidén del microorga-
nismo a tratar y del efecto que se desee lograr por el proce-—
dimiento de la presente invencidn (por ejemplo, atenuacién a
vacuna viva o bien inactivacién s vacuna muerta). Ademds, el
efecto dé los distintos factores estid en parte acoplado entre
si de manera que una menor intensidad de corriente se puede
compensar, por ejemplo, por un tiempo de actuacidén mas largo
de la corriente alterna.

Para lograr mayores valores de tegsién y de in-
tenéidad se puede dotar el recipiente también de>pn envolvente
refrigerador.

El aperato para el asi llamado procedimiento de

paso esti representado en la figura 2,
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Aqui fluye la suspensién de microorgsnismos a
tratar a través de la espita de dés direcciones (A) provista
de una vélvula hacia el recipiente (B). 4 través de la bomba
de dos airecciones (C) se bombea ia suspensibén de microorganis
mos a través de los electrodos (D) en caso dado dotados de
un envolvente refrigerador (E)» Desde el recipiente (F) se efeg
tua la salida a través de una espita de dos direcciones (G)
provista de una vélvula, B, ¥ Fl son dispositivos para la en-
trada y salida del aire. Aqui se emplea en caso dado aire es~
terilizado. ' .

El sistema de flujo esbozado en la Fig. 2 & muy
adecuada para la obtencidén de vacunas (tanto vacunas vivas
como también vacunas inactivadas).

Como microorganismos se pueden emplear en el
procedimiento de la presente invencidn todas aquellas sustan-
cias que, por lo demis, tembién por atenuacidén a través de pasa-
das através de culticos de tejidos o animales & bien por
inactivacidén con ayuda de métodos quimicos o fisicos, se pueden
transformar en vacunas vivas o bien vacunas muertas.,

Como ejemplos sean mencionados:

Los virus RNS de los siguientes grupos: virus de plantas en
forma de bastén. virus picorna, virus toga, virus rabdo, retro-
viridee, virus arena, virus ortoémixo, virus parsmixo, corona=-
y orbirios, virus RNS de doble tramo, virus DNS de los siguiel
tes grupos: DNS-fagog pequefios, parvo, reovirus, adenovirus,
papovavirus, fagos de tamafio medio, fagos grandes, herpesvirus,
varus iridoviridse, virus paravecinales, virus de viruela, vi-
rus adeno acompnantes.

Como bacterias que entran en consideracién sean mencionesdas:

Las bacterias del orden Eubacteriales (bacterias sin ramificar)
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preferentemente de la clase Neisseria, Streptococcus, Leuconos:
toc, Pseudomonas, Escherichia, Serratia, Proteus, Salmonella,
Pasteurella, Brucella, Haemophilus, Corynebacterium, Clostri-
dium.
Las bacterias del orden Actinomycetales, preferentemente de
la clase Streptomyces; las bacterias del orden Spirochaetales
preferentemente de la clase Leptospira.

En caso de que se deseen obtener microorganis-
mos atenuados, es decir, ho patdgenos, pero ain totalmente im-
mundgenos, vivos en forma de vacunas vivas, han demostrado ser
convenientes, segin los microorgenismos empleados, las siguien
tes condiciones de piocedimiento:

Tensidén de corriente alterna: entre otras se trabaja conve-

nientemente con la tensibén de red disponible que, dentro del
marco de la presente invencidn, fué, en los ensayos realizadog
de 220 V., Naturalmente también se puede trabsjar con otras
tensiones, por ejemplo, 110 6§ 330 V. En un caso de estos se

deberan compensar las demés condicionew de reaccidn.

Intensidad de corriente: Con una tensidn alterna de 220 V ha
demostrado se conveniente una intensidad de corriente de 200
hasta 300 mA. Naturalmente son posibles, en dependencia de la
tensidn de corriente y la constitucidn de 1z golucidn, también
otros valores de intensidad de corriente.

Temperaturas: El tratamiento con la corriente eléctrica alter-

na se efectua, entre otras, a temperaturas desde & a 60°C,

preferentemente entre 20 y 40°%¢ y muy especialmente entre 37°c
y 39% (margen de temperatura fisioldgico). La temperatura em-
pleada depende por ejemplo de la termoestabilidad de los micro

organismos empleados.

La temperatura de los microorganismos o bien suspensiones de
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microorganismos a tratar se puede ajustar, con tensibn de
corriente mantenida igusl, variando la intensidad de la co-
rriente de manera que en la suspensidén de los microorganismos
a tratar se encuentra un valor de temperatura constante,

Duraciédn del tratamiento con la corriente electrica alterna:

Para el tratsmiento con la finalidad de obtener vacunas vivas
'a base de micrdorganismos atenuados (preferentemente bacterias
¥y virus) ha demostrado ser conveniente un tiempo de tratamien-
to de 5 hasta 300 minutos, especialmente de 30 hgsta 240 minu-
tos. Pero en dependencia de la naturaleza del microorganismo
empleado y de las demds condiciones deAensayo utilizadas (ta-
les como por ejemplo, temperatura, agente de suspensidn, ten-
sién de la corriente e intensidad de corriente) también son
posibles tiempos por debajo de 5 o bién por encima de 300 mi-
nutos.

Ademés es importante el grado de atenuacidn que se hays de al-
canzar, mensurable mediante experimentos con animales en si
conocidos. .

En caso de que con ayuda del procedimien%o de la presente in-
vencibn se deseen obtener microorganismos inactivados para su
empleo en vacunas muertas, valen las mismas indicaciones res-
pecto a tensidén de corriente alterna, intensidad de corriente
y temperaturas, efectuadas para la obtencién de microorganismos
atenuados para empleo en vacunas vivas.

El procedimiento para el tratamiento de los mi-
croorganismos con corriente alterna eléctrica es en la inacti-
vacidn de los microorganismos el mismo como en la atenuscidn
de los microcorganismos,

La inactivacidn seglin el procedimiento de la

presente invencidn exige, sin embargo, por lo general mayor gas-
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to en tiempo y en energia.

Asi, el proceso de inactivacidn segln el pro-
cedimiento de la presente invencidn (véase Fig. 1) dura por
lo genersl 10 hasta 72 y preferentemente 15 hasta 48 horas.
Sin embargo, en dependencia de la naturaleza del microorga-
nismo empleado y de las demis condiciones de ensayo utilizadas
(tales como, por ejemplo, condiciones de flujo (Fig. 2), tem-
peratura, agente de suspensidn, tensidén de corriente e inten-
sidad de corriente), también son posibles valores inferiores
a 10 y superiores a 72 horas.

Como materiales de partida se emplean en el pro
cedimiento de la presente invencidn por lo gemersl suspensio-
nes gcuosas de los microorganismos arriba mencionados. Prefe-
rentemente se emplean gquellos medios en los cuales se culti-
van los microorganismos a fratar, tales como, por ejemplo,
medio segin Earle, en-caso dado bajo adicién de hidrolizado
de- lactalbumina o los giguientes otros medios; medio de Eagle,
medio de Hanks, medio PM-13 (Serva), medio VM-3a, medio MEM,
etctera.

Los productos finales que se obtienen despubs
del tratamiento con corriente eléctrica alterna, que contienen
los microorganismos atenuados o inactivados, se aplican, bién
como tales en forma esterilizada o segln métodos usuales, en
si conocidos, formuldndose a vacunas vivas o muertas y se ad-
ministren como solucién, jarabe, emulsidén, suspensibn, spray,
unguilento, pasta, crema, locidn, aerosol, tabletas, etcétera.

| Las formulaciones se preparan en forma en si
conocida, por ejemplo, por diluicidn de los microorganiswmos

atenuados o inactivados segin la presente invencidn, en disol-

ventes adecuados y/o excipientes inertes no tdéxicos, sblidos,
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semisdlidos o lfquidos, en caso dado empleando agentés de emqﬁ
sién o/y de dispersién, de pulverizscibén y propulsién y utili-
zgndo estabilizadores adecuados.
' Como disolventes, excipientes, emulsionsntes
"0 bien dispersantes sean mencionados:
_agua, disolventes o bien diluyentes orgénicos nd téxicos, ta-
les como parafinas (por ejemplo, fracciones del petrbdleo),
aceites vegetales (por ejemplo, aceite de cacahuete /sésamo),
alicoholes polivalentes, tales como, por ejemplo, glicerinas,
glicoles (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol) y
ggua; excipientes sblidos tales como, por ejemplo, minerales
naturales molturados (por ejemplo, 4cido silfcico altsmente
disperso, silicatos), azucar (por ejemplo, azucar de caiia,
lactosa, glucosa); agentes de emulsién, tales como emulsionan-
tes no iondgenos y anidnicos (por ejemplo, éster polioxietilé-
rico de fcido graso, éter polioxietilénico de alcohol graso,
alquilsulfonatos y srilsulfonatos), agentes de dispersién (por
ejemplo, lignina, celulosa metilica; fécula y polivinilpirro-
lidona) y lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio,
talco, &cido estedrico y laurilsulfato sédico).

Como estabilizedores sesn mencionados: amino-
acidos, azucar, proteinas, polisaciridos, polialquilenglicoles
Estos estabilizadores se pueden agregar tanto en estado lio-
filizado como también en solucidn acuosa.

Los virus y bacterias atenuados segin la preseg'
te invencidn o bien los medicamentos preparados de estos ser
gin la presente invencidn, se pueden emplear en la forma usual,
por ejemplo; intranasal, infrogenital, oral, intramuscular,

intravenosa, subcuténeamente (localmente, especislmente en to=-

das las mucosas del cuerpo humano y animal).
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Las cantidades de aplicacidn para el tratamiens
to del organismo humano y snimal se deben determinaf para ca-
da caso, Correspﬁnden sin embargo, por regla general,a las can~
tidedes del material inyectable obtenido por los.procedimien-
tos clésicos (por ejemplo, 105'KID50 por cc & bien g).

Las abreviaciones emplesdas en los ejemplos a continuacidn

tienen los siguientes significados:

Virus IBR-IPV: Rhinotracheitis bovine infeccioso/ Vulvovageni-
tis pusfulosa.infeccioso

Virus PI-3 : Virus Parainfluenza-3

Virus MD~-VD : Mucosal-Disease, virus Vinesdiarrhoe

HAH : i inhibdor de hazemaglutinacién

Ejemplo 1
Virus IBR-IPV virulento, aislado del tracto res

piratorio de un enimal enfermado, se cultivd en un cultivo de
células de rifibn de ternera en medio Esrle bajo adicibn de hi-
drolizado de lactalbumina a 57°c dursnte 48 horag. La suspen-~
sibén de virus IBR-IPV asi obtenida se liberd por centrifuga-
cién a 4°C ¥y 2000 g de los residuos de las células y a conti-
nuacidén se sexpuso a 22°C a un campo de corriente eléctrica al=-
terna (220 V de tensién de corriente aiterna, intensidad de
corriente 260 m A, electrodos de plata) en el recipiente de
reaccién,esquematizado en la Fig. 1, durante 1 hora.

Una cantidad igusl de virus IBR-IPV en medio
de cultivo (medio Earle) se mantuvo a 22°C como control.

A continuacidén se infectaron con las dos suspen
siones, en cada caso, custro reses en el establo aislado.

Resultado: Mientras los animales de control presentaban todos

los sintomas de Rhinotracheitis no se aprecisron ningun sinto-
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ma de enfermedad en las reses infectads con la suspensidn tra-
* tada como arriba. En el cultivo de tejido se pudo demostrar
que | .
1) tanto la suspensidn tratada con corriente eléctrica alter-
na como la suspensién de virus que sirve como contrdl sin
tratar, p;esentan un efecto zitopatdgeno, y que
2) ambos grupos de animales cuatro semanas mas tarde presenta-
ban anticuerpos neutralizantes especificos en el suero.
_ Se trata por lo tanto en el caso de la suspen~
sibén de virus tratada con corriente eléctrica alterna de una

vVacuna viviente que contiene IBR-IPV apatégeno.

Ejemplo 2

Una cepa de virus de Parainfluenza 3 se aisld
del tracto respiratorio de una res enfermada y se multiplicé
sobre células de rifibn de termera secundariss en medio Earle
bajo adicidn de un 0,5 % de hidrolizado de lactalbumina ¥y un
3 % de sueroide terneras inactivado, libre de anticuerpos. Deg

" pués de separar por centrifugacidn el debris de las células
se expuso la suspensidn de virus 313 activa durante 1 hora a
5700 a un campo eléctrico de corriente alterna (220 V de ten-
sibn de corriente alterha, intensidad de corriente 255 mA,
electrodos de plata).

Con gyuda de la técnica de cultivo en tejidos
se puede spreciar a continuscién, que emn le suspensidn existe
virus capaz de multiplicerse (presencia de una asi llamadas

"vacuna viva").

El ensayo experimentel con animales con la

cepa de virus PI-3 tratada segin la presente invencién mostrd

los mismos resuktados como descrito en el ejemplo 1, es decir,
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ge podia demostrar efecto zitopatdgeno, ademés, se podian de-
mostrar anticuerpos HAH,o bién neutralizantes especificos, en

el suerb de los animales tratados.

Ejemplo 3
En enalogia al método descrito en el ejemplo 1
se expone una suspensifn acuosa de virus IBR-IPV virulentos
a 3?00 durante 24 horas a un capo de corriente electrica alter
na (220 V de tensidn de corriente alterna, 250 mA de intensi-
dad de’corriente, electrodos de plata). Se dispone entonces
de una vacuna IBR-IPV inactivada.
La suspensibén de virus asi obtenida se aplicd
sobre un gultivo de rifion de‘terneros y se incubd hasta 5 dias
a 37°G. No se pudo’observar entonces ningin efecto zitopatbge-

no més.,

Ejemgla 4

85 cc de la suspensidén de virus obtenida segin
el ejemplo 3 se mezclan con 15 cc de una suspensidén al 3 % de
Al(OH)B. Cada 10 cc del material inyectable asi obtenido se
\gdministra en cada caso a tres reses libres de anticuerpos
IBR-IPV por via subcuténea,

Después de 20 dias se pudieron demostrer en las
3 reses anticuerpos IBR-IPV en el suero de la sangre,

Al 21 dia se infectaron las 3 resee vacunadas
y un animal de control no vacunado en cada caso éon 2 cc de
la suspensidén de virus IBR-IPV activada, no expues%a a la co-

rriente alterna, descrita en el ejemplo 1, por via intranassl.

Mientras el animsl de control presentaba todos

los sintomss de una Rhinotrscheitis aguda no se pudieron apre-
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ciar en los 3 animales vacunados ningun sintoma de enfermedad.

Ejemplo 5

Andlogo al ejemplo 1 se expuso una suspensidn
de virus MD-VD virulento en medio Eagle a 37°C a una corrien-

te eléctrica alterna (220 V de tensidn de corriente alterma,

‘intensidad de corriente 260 mA, electrodos de plata) durante

32 horas,

La suspensidén de virus MD-VD asi obtenida de-
mostrd estar totslmente inactivada, es decir, no se podia de-
mostrar ningun efecto zitopgtdgeno.

Las propiedades immundgenas se mantuvieron sin
embargo (formacién de anticuerpos especificos, identidad en

el ensayo de difusidn doble).

Descrita suficientemente ia naturaleza del in-
vento, asi como la forma de realizarlo en la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas
son suceptigles de modificaciones de detalle en cuanto no al-

teren su principio fundamental,
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REIVINDICACIONES

l.~ Procedimiento para la obtencidén de vacunas, por
tratemiento de mlcroorganismos en un campo eléctrico de corrien
te alterna, caracterizado porque una suspensién de microorga-
nismos, en caso dado bajo adicién de un medio de cultivo, se
somete a un tratamiento con corriente eléctrica alterna, la
suspensién de microorganismos obtenida segin este procedimien-
to, en caso dado, se aisla como tal y, en caso dado, se agrega
en forme conocida a ulteriores agentes auxiliesres de formula=-
cibn, -

2.~ Procedimiento para la obtencién de vacunas, por
tratamiento de microorganismos en un campo eléctrico de corrien
te alterna, tal y como queda sustancialmente descrito en la
presente Memoria e ilustrado en los dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de 14 hojas escritas a méquina

Por una sola care.
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