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Bata invención se refiere a una vacuna combinada dis, 
puesta para administración contra infecciones en aves de co­
rral y de un modo más particular contra la enfermedad de New- 
castle y la enfermedad caracterizada por una repentina reduc­
ción en la producción de huevos causada por virus del tipo ade 
no. La invención se refiere además a la preparación de esta 
vacuna combinada y al procedimiento de preparación del compo­
nente de la vacuna contra la reducción de producción en la pro 
ducción de huevos.

La enfermedad de Newcastle (abreviada ND), una de 
las más importantes enfermedades de la respiración en las aves 
de corral, se produce por un virus y puede dar lugar a una 
gran mortalidad en las aves de corral de todas las edades.

Se han desarrollado diversas vacunas contra la en­
fermedad de Newcastle, y se ha llegado a la conclusión de que 
estas vacunas se administran preferiblemente en su forma inac­
tivada, puesto que dicha forma proporciona un alto grado de se 
guridad. Además, el empleo de una vacuna viva a veces da por 
resultado el hecho de que el virus inoculado se distribuye de 
ave a ave vacunada suceptible a infecciones o que no son inmu­
nes. Aún cuando se han desarrollado diversas vacunas de ND vi 
vas relativamente seguras y perfectamente inmubizantes, v.g., 
según aparece en la patente Británica Ns 1.510.100, existe to­
davía una evidente necesidad de disponer de vacunas de ND inac 
tivadas.

Como las enfermedades de la respiración de las aves 
frecuentemente son el resultado de más de una fuente de infec­
ción, se han desarrollado vacunas combinadas, por ejemplo se­
gún la patente Estadounidense NS 2.798.835 y que consiste en 
una combinación de vacuna contra la bronquitis infecciosa y
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una vacuna de ND, derivándose ambos componentes de virus vi­
vos.

Además, la solicitud de patente Holandesa NR 7117873 
(publicada mientras tanto para fines de oposición con el NS 
157209) describe un procedimiento para la preparación de una 
vacuna combinada contra las enfermedades de la respiración en 
aves de corral, que se caracteriza por la combinación de una 
vacuna muerta contra la coriza infecciosa, obtenida cultivan­
do una cepa de Hemofilus gallinarium en un medio nutritivo na­
tural e inactivando ulteriormente la bacteria con una vacuna 
muerta procedente de un virus de bronquitis infeccioso y una 
vacuna muerta de ND.

Se recordará que en varias referencias, v.g., Avian 
Dis 7 (1963) páginas 106 a 122, Am. J. Vet. Res. 17 (1955) pg 
ginas 294 y 298, Avian Dis 11 (1967) páginas 399 a 406 y Vir¿ 
logy 33 (1967) páginas 598 a 608, se cita que la actividad de 
cada uno de los componentes se puede reducir o se puede per­
der enteramente mezclando virus vivos, causado por inhibición 
mutua.

Una conexión entre la presencia de virus de tipo 
adeno (que en adelante se indicará como ALV) y, en parte, la 
reducción repentina en la producción de huevos y/o el aumento 
de producción de huevos con cásoaras blandas y/o sin oáscara, 
que se ha observado en aumento en los pasados aRos, particu­
larmente en animales hembras y pollos de razas muy ponedoras, 
ya se ha indicado en Avian Patdogy 5 (1976) páginas 261 a 
272. En la literatura se citan dichos síntomas a veces como 
"síndrome de la reducción de huevos". En Avian Pathology 6 
(1977) páginas 405 a 413 se describe tambián una relación ob­
servada entre el desarrollo de anticuerpos a un virus hemaglu
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tinizante, llamado virus 127 y con respecto a los síntomas 
económicamente nada ventajosos descritos anteriormente. En 
Avian Patology 7 (1978) páginas 35 a 47 se confirma la rela­
ción supuesta entre la presencia de un virus de tipo adeno y 
la reducción repentina en la producción descrita anteriormen­
te. Además, se describen varias propiedades características 
del tipo de virus en cuestión, v.g., la aglutinación caracte­
rística de eritrocitos del pollo y la incapacidad de ser neu­
tralizados en los tipos de virus adeno conocidos.

La memoria de la patente de Luxemburgo Ns 79*154 des 
cribe un procedimiento para la preparación de una vacuna con­
tra el "síndrome de la reducción de huevos", comenzando a par 
tir de un ALV caracterizado por una hemaglutinación específi­
ca y reacción antisera. En la descripción y los ejemplos es­
te virus se llama EDS-76 y BC-14* Esta vacuna se prepara cul 
tivando nuevo virus en un cultivo de tejido, preferiblemente 
un cultivo de tejido Avian como el fibroblasto de embrión de 
pollo y cálulas del riñón o hígado embrional o en huevos de 
pato embrlonados.

Por Avian Patology 5 (1976) página 262, segundo pá­
rrafo, por Avian Pathology 6 (1977) página 406 y por la patón 
te de Luxemburgo 79*154, página 1, línea 7 a 11 igualmente, 
es evidente que la reducción en la producción de huevos puede 
ser causada por la enfermedad de Newcastle, bronquitis infec­
ciosa, Avian y Cefalomielitis, virus de la viruela y combina­
ciones de los mismos.

Por lo tanto, desde un punto de vista práctico, las 
aves de corral frecuentemente se vacunan simultáneamente o un 
corto periodo unas despuás de otras con dos o más vacunas con 
tra las enfermedades de los virus más generales mencionadas.

-  4  -
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En particular las aves de corral se vacunan simultáneamente 
contra la enfermedad de Newcastle y la reducción de producción 
de huevos causadas por ALT igualmente. El mótodo usual hasta 
el momento presente para dicha administración simultánea con­
sistía en mezclar volúmenes normales de vacunas separadas dis­
puestas para uso y la administración de una dosis de vacuna 
compuesta in situ, consistiendo la dósls por lo tanto en el 
doble de volumen prácticamente que la comparada con las vacu­
nas administradas por separado, mientras que se diluían las 
cantidades respectivas de virus, Además, difícilmente se pue 
de garantizar una mezcla exacta, mientras que pueden surgir 
los problemas debidos a materias infecciosas.

Por lo tanto, esta invención tiene por objeto hallar 
una vacuna oombinada, dispuesta para uso, eficaz contra la en­
fermedad de Newcastle y la reducción en la producción de hue­
vos causadas por ALT, que además cumple las estrictas exigen­
cias actuales de las autoridades veterinarias en la mayoría 
de los países más avanzados.

Se ha averiguado sorprendentemente que una vacuna 
combinada dispuesta para administración se puede preparar com­
binando un líquido de virus de ND inactivado y un líquido de 
ALT inactlvado.

Se comprenderá que la invención se refiere tambión 
a vacunas en combinación inactivadas, derivadas de por lo me­
nos un líquido de NDV y por lo menos un líquido de ALT inactl 
vado y discrecionalmente derivado de más de estos dos tipos 
de virus mencionados.

Para el procedimiento segdn la invención, el líquido 
que contiene NDT inactívado se prepara en una forma en princi­
pio en sí conocida, v.g., cultivando el virus deseado en hue-
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vos de pollo fertilizados, recogiendo el virus cultivado en un 
líquido de una concentración usual para esta clase de vacuna 
inactivándola, suspendiendo el virus en una solución tamponada 
apropiada, homogenizándola, mezclándola con un liquido de virus 
inactivado derivado de un ALV, preparado cultivando el virus 
en huevos de pato fertilizados o en un cultivo celular de cé­
lulas de pato, recogiendo el virus producido en un liquido que 
tiene una concentración usual para esta clase de vacunas e 
inactivando el liquido de virus segtin mátodos conocidos.

Para la preparación del liquido con contenido de NDV 
se pueden usar varios virus de ND poco virulentos o práctica­
mente avirulentos (lentógenos o velógenos) que tengan buenas 
propiedades de Inmunización, como el virus La Sota o Hitchner 
(lentógenos) o el virus de Herts 33/56 (velógeno).

Como ejemplos específicos de cepas de virus aplica­
bles se citan las cepas P/76/5, P/76/4 y P/76/3, que se obtie­
nen del Institut für Medizinische Mikrobiology, Infection und 
Seuchenmedizin der Ludvin Maximilians UniversitSt Minchen, the 
VR-108, VR-107, VR-109, VR-699,.VR-623, que se obtiene de Ame 
rican Type Culture Collection, Rockville, Maryland USA; la ce­
pa Queensland V 4 que se obtiene de Centr. 7et. Labs; Weybrid- 
ge, Gran Bretaña o el virus L/Z 258 P depositado en Colletion 
Institut Pasteur, París bajo 1.091.

Para la preparación del liquido ALV inactivado se 
utiliza preferiblemente una cepa de virus 127 depositada en 
Colletion Institut Pasteur París bajo el Ns 1.090, aunque se 
pueden utilizar con áxito otros tipos de virus de antigenicidac 
bastante similares de AL7 que producen la reducción en la pro­
ducción de huevos. Esta cepa de virus 1.090 se cultiva prefe­
riblemente en huevos de pato.
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La preparación del líquido de ALV Inactivado se co­
mienza preferiblemente a partir de un virus derivado de una ce, 
pa de virus 127 segtin se indica en las referencias de Avian 
Pathology citadas anteriormente, atinque se pueden aplicar otrot 
tipos de ALT. que produzoan reducción en la producción de huevo: 
tambión con óxito.

Para la preparación de la vacuna combinada se inacti 
van de 150 a 250 cc de un líquido con contenido de KDV tampong, 
do, homogenizado discrecionalmente y, junto con 100 a 200 cc 
de un liquido con contenido de ALV tamponado inactivado ante­
riormente y homogenizado de una forma discrecional, se añaden 
a 600-700 cc de una fase oleosa. Los componentes esenciales 
de la fase oleosa son por lo menos uno de los componentes ele­
gidos del grupo oonslstente en aoeites minerales paraffnicco 
ligeros (calidad PDA), aceites de plantas y aceites minerales 
naftónicos, junto con uno o mós emulsionantes apropiados, por 
ejemplo compuestos aniónicos tensioactivos derivados de óxido 
de alquileno y/o alcoholes hexahídricos y/o ácidos grasos na­
turales superiores (C10 a C20), v.g., ásteres y óster-óter.

La relaoión en volumen del líquido que contiene NVD 
tamponado y el líquido que contiene ALV tamponado puede variar 
de 3:4 a 5:1 y es preferiblemente de 3:2 aproximadamente.

La relación en volumen de la fase acuosa, formada 
por varios líquidos de virus y la fase oleosa puede variar de 
1:1 a 3:7 y preferiblemente de 7:13 aproximadamente.

Se ha averiguado que la fase acuosa se debe añadir a 
la fase oleosa con agitación vigorosa y/o homogenizaclón con
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el fin de obtener la emulsión final líquida deseable estable y 
diluida.

La fase oleosa contiene del 2 al 20 % en peso (basa­
do en el peso de la fase oleosa) de un emulsor, preferiblemen­
te 2 a 15 % en peso de Arlacel A ^  o Arlacel 8 0 ^  o Span^80 
y 0,2 a 4 % de Sween^ 8 0 .  Los componentes de la fase oleosa 
se calientan preferiblemente por separado por lo menos a 1 1 0 °C 
en un autoclave o se filtran como una mezcla.

La inactivación de ambos componentes líquidos de vi­
rus iniciales se puede realizar con inactivadores normales, v. 
g., por medio de p-propiolaotona combinada discrecionalmente 
con un estabilizador, o formaldehido. Preferiblemente se aña­
de p-propiolactona en una concentración de 0,05 a 0,25 % en 
peso (basado en el peso de la fase acuosa) a un líquido con con 
tenido de virus de ND tamponado y el líquido se incuba a apro­
ximadamente 37°C por espacio de una a dos horas, preferiblemenl 
te 90 minutos, mientras que el líquido de ALV tamponado se inaj¡¡. 
tiva por medio de formaldehido y preferiblemente a unos 20°C 
durante unas 20 horas en una concentración de 0,02 a 0,5 % en 
peso. Entonces, si fuera necesario, los líquidos de virus se 
homogenizan en la forma normal. Se puede añadir entonces dis­
crecionalmente un preservativo, por ejemplo tíomersal o forma- 
lina en solución tamponada, a la fase acuosa.

Para obtener la vacuna combinada, dando lugar a las 
concentraciones favorables despuás de la administración, la 
solución inicial de NDV de una concentración de 10^-^ EID 50/xx 
a 1 0 ^ 5  EiD 50/cc y preferiblemente 10^ EID 50/cc se tie­
ne que utilizar y tambión se tiene que utilizar un líquido de 
ALV con una actividad de por lo menos 10^ HA unidades, y prefe 
riblemente 1C)3 HA unidades.
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Es evidente que las propiedades favorables de las va­
cunas de virus combinadas propuestas pueden no ser previsibles 
en modo alguno por el experto puesto que, debido a reacciones 
indeseables, que ciertamente no pueden ser excluidas por los 
expertos, las actividades de uno o ambos virus en la vacuna f¡i 
nal se pueden reducir a un nivel indeseable, causado por integ 
acciones miituas indeseables entre los componentes del liquido 
de virus o por interacción de estos componentes del liquido 
con uno de los productos típicos auxiliares aplicados.

Por ejemplo, los expertos en la materia ciertamente 
no excluirán que la (3-propiolactona añadida inaotivaría uno 
de los componentes de los virus con demasiada potenoia aotuan- 
do durante un largo período de tiempo, mientras que dicho pe­
riodo es necesario para la inactivación del otro componente.

La aplicación de la vacuna combinada según la inven­
ción es conveniente con respecto a las vacunas de la tecnologí: 
anterior preparadas mezclando vacunas compuestas in situ, en el 
sentido de que es necesario un menor volumen (v.g., 0,5 cc en 
lugar de 1 oc) es necesario para la administración produciendo 
por lo tanto una menor irritación local. Además, es necesario 
administrar una menor cantidad de productos químicos extraños 
al cuerpo. Además, los problemas mencionados anteriormente 
causados por la mezcla e introducción de materia infecciosa 
extraña se evitan con esta vacuna.

Las vacunas asi preparadas se suelen administrar a 
aves con una edad de 10 a 20 semanas antes de la puesta.

La invención se refiere además a un procedimiento pa­
ra preparar un líquido inicial con oontenido de ALV apropiado 
que comprende cultivar un virus de tipo adeno en huevos de pa­
to o en un cultivo de fibroblasto de embrión de pato, v.g., un



5

10

15

20

25

30

-  i o  -

cultivo en frascos de rodadura de monocapa o un cultivo de cé­
lulas unidas a vehículos Inertes sólidos.

Segán una modalidad preferible de la invención, se 
forma un cultivo de fibroblasto de embrión de pato en frasco 
rodante de monocapa suspendiendo las células iniciales en un 
medio de cultivo consistente por lo menos en 70 a 90 partes de 
un medio de Eagle y discrecionalmente de 5 a  15 partes de suerc 
de ternera, una solución de bicarbonato sódico del 2 al 4 % y 
de una a 5 partes de una solución o una suspensión de uno o más 
antibióticos tales como penicilina G, estreptomicina y natami- 
cina, y el líquido del cultivo se separa cuando el cultivo de 
células está casi terminado. El cultivo de célula se infesta 
con suspensión de virus, incubados a 37^0 durante 0,5 a 2 ho­
ras para adherir el virus y seguido por la adición de medio de 
mantenimiento consistente en medio de Eagel con 2 al 10 % de 
suero de ternera, 2-10 partes de caldo de fosfato de triptosa 
(30 gm/litro), 10-20 partes de fluido amniónico de bobino 
(BAF) y los aditivos indicados anteriormente, y cosechando el 
medio y las células con contenido de virus de 0,5 a 2 días des 
puás de la aparición de CPE.

El cultivo de células se inocula con una suspensión 
de ALV que tiene una actividad de ^  30 x 10^ TCID 50/frasco 
de cultivo rodante. A este respecto se ha averiguado que los 
cultivos de suspensión en células no son idóneos para los pro­
cedimientos descritos anteriormente.

Para la preparación de vacuna se emplea preferible­
mente una capa de virus 127, con la depositada en Colletion 
Institut Pasteur, París, bajo el NS 1090, y esta cepa se culti­
va preferiblemente en huevos de pato.

Es cierto que la patente de Luxemburgo Ns 79.154 des



5

10

15

20

25

30

11

cribe en general la preparación de vacunas contra el "síndrome 
de la reducción de huevos", pero el mótodo de producoión pref& 
rible propuesto actualmente a escala oomercial para estos lí­
quidos de vacuna de altas concentraciones aceptables no se deg. 
cribe en modo alguno ni siquiera se sugiere.

A este respecto, se indica en la página 2, líneas 28 
a 30 de la patente de Luxemburgo citada, describiendo claramen 
te que el virus, v.g., se puede cultivar en fibloblastos de 
embrión de pollo. No obstante se ha averiguado que dicho mát& 
do ciertamente no da lugar a los resultados deseables económi­
camente exigidos. En la página 6, líneas 29 a 35 se describo 
que se utiliza un cultivo de cálulas de hígado de pollo embrl& 
nal que, no obstante, no da lugar a los resultados económica­
mente exigidos, puesto que el cultivo a escala oomercial de cá 
lulas de hígado embrional se considera todavía un mátodo de 
producción muy difícil y por lo tanto muy costoso.

La invención se ilustra en los ejemplos siguientes.
Ejemplo 1

a) Cultivo de virus de tipo adeno (cepa 127)
En frascos de cultivo rodantes (Bélico) se prepara­

ron cultivos a partir de huevos de pato que incubaron por es­
pacio de 12 a 13 días en EEF en un medio de suero de ternera 
al 10 % Eagle que contenía 0,22 % en peso de NaHCO^ y 2 % en 
volumen de una solución antlblótica que contenía penicilina 0, 
estreptomicina y natamlclna.

El medio se aspiró cuando los cultivos de las cólu- 
las estaban casi terminados. Entonces los cultivos se inocula, 
ron con una suspensión del virus 127, incubado a 37°C por espg, 
ció de una hora y relleno con medio de mantenimiento Eagel que 
contenía 5 % de suero de ternera, 10 % en volumen de caldo de
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fosfato de triptosa (30 gm/litro) 10 % en volumen de fluido 
amniótico de bobino, 0,22 % en peso de NaHCO^ y 2 % en volumen 
de la solución antibiótica mencionada.

El medio que contenía ALV y la cólula se cosecharon 
un día despuós de la aparición de CPE y las cálulas práctica­
mente se salían de la pared de vidrio. La suspensión de virus 
se congeló a -20°C y se almacenó para la producción de vacuna. 
Se calculó la concentración de Ha y el TCID^Q de esta suspen­
sión.
b^) Cultivo de NDV

En huevos de SPF que se habían incubado por espacio de 
11 días se inocularon con virus L/Z 258 P. El cultivo se-incut 
a 37°C por espacio de 72 horas y se cosechó el AAF (Fluido Alar; 
toico Amniótico). El AAL contenía entonces aproximadamente 
1 0 ^  EIDgc/cc. La suspensión de virus se congeló a -20°C o me 
nos y se almacenó para la producción de vacuna, 
bg) Huevos SPF que se habían incubado por espacio de 11 días se 
inocularon con virus de semilla de Herts 33/56. Despuós de la 
incubación a 37°C por espacio de 24 a 48 horas se cosechó el 
AAF y contenía entonces aproximadamente 1 0^ BID^/cc. La sus­
pensión de virus se congeló a -20°C o menos y se almacenó para 
la producción de vacuna, 
c) Tratamiento de la suspensión de virus

Las suspensiones de virus congeladas se descongelan 
y se inactivan con 0,05 a 0,25 % de ¡3-propiolactona en un ba- 
Ho de agua a 37°C durante 90 minutos. Las suspensiones se al­
macenan hasta el día siguiente a 440°C. La inactivación se 
controla observando la formación de CPE's en DEF o CEF, segui­
do por una prueba de hemabsorción. Además, los huevos de galli 
na de SPF previamente incubados se inoculan con el fluido de vi
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rus inactivado y se controlan ulteriormente.
Las suspensiones de virus se homogenizan con un homo- 

genizador Ultra Turrax. Si se desea, la suspensión se diluye 
con PBS 40,3 % de formalina, dependiendo del EID^Q de la conceg 
tración de AAF y AH de la suspensión de virus de tipo adeno. El 
NDV-AAF y el virus de tipo adeno en suspensión se mezclan des­
pués en una relación de 6:4 y se utilizan para la preparación 
de la emulsión, 
d) Preparación de la emulsión

Las suspensiones de virus se mezclan con la fase oleg 
sa en una relación de 6,5 partes de aceite por 3,5 partes do 1^ 
quido de virus y se emulsionan de modo que el tamaño de gota 
por tórmino medio de la fase acuosa sea de aproximadamente 
0,05-0,5 mieras, v.g., por medio de inyección de la suspensión 
de virus en la fase oleosa con homogenlzación simultánea con un 
homogenlzadcr Ultra Turrax.

En la fase oleosa se compone como sigue:
Marcol^52 (aceite Esso parafinico blanco) 93,6 % en volumen 
Arlacel @  A o Arlacel 80 ̂  o Span 80
(manido monooleato) 6,0 % en volumen
Tween ̂  80 (polioxietllen-20-sorbitan mono­
oleato) 0,4 % en volumen

Los componentes de la fase oleosa se calientan por se­
parado a 110°C en un autoclave o se filtran perfectamente como 
una mezcla.

Se obtiene una emulsión estable, que se prueba:
1) Pipetando directamente despuós de emulsionar gotas de emul­
sión sobre una superficie acuosa, por lo que las gotas no se 
extienden sino que permanecen intactas;
2) dejando reposar a 37°C por espacio de 4 semanas, por lo que 
no se separa una fase acuosa.



5

10

15

20

25

30

-  14 -

Las concentraciones finales de las emulsiones asi 
preparadas son: 21 % NDV que contiene líquido tamponado y 14 % 
ALV 127 que contiene líquido tamponado.

La vacuna obtenida se emplea en una dosis de 0,5 cc 
por animal por vía intramuscular en los músculos de la pechuga 
o de los muslos o por vía subcutánea en el cuello. Ocho días 
despuás de la vacunación se pueden observar los anticompuestos 
que inhiben la hemaglutinación.

Ejemplo 2
Se repitió el procedimiento del ejemplo 1; no obstan 

te se hicieron los siguientes cambios:
a) En lugar de la preparación del ALV según el punto a) del 
ejemplo 1, se preparó un líquido que contenía ALV inoculando 
huevos de pato, que previamente se habían incubado durante 9 
días, con la cepa de virus 127. Al cabo de 7 días de incuba­
ción a 37°C se cosechó el AAF (fluido alantóico Amniótico). El 
AAV tenia entonces una concentración de HA de aproximadamente 
1:1,024. La suspensión de virus se congeló despuás a -20°C y 
se almacenó para la producción de vacuna.
b) Despuás del tratamiento con la suspensión de NDV como se ha 
descrito en c) del ejemplo 1, y la inactivación de la suspen­
sión de ALV con 0,02 a 0,5 % de formaldehido durante 20 horas 
a 22°C, los líquidos de NDV y ALV se nezclaron en una relación 
de 4:1 y se utilizaron para la preparación de la emulsión como 
se ha descrito en d) del ejemplo 1.

Ejemplo 3
a) Se preparó un liquido que contenía ALV según la fase correg. 
pondiente del ejemplo 2.
b) Se preparó un líquido que contenía NDV según la fase corres, 
pondiente del ejemplo 1.
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c) Se Hevó a cabo el tratamiento de la suspensión de NDV del 
mismo modo que en el ejemplo 1 y se llevó a cabo el tratamien­
to de la suspensión de ALV como en el ejemplo 2.

Los NDV-AAF y ALV-AAF tratados se mezclaron despuás 
en una proporción de 5:1.
d) Las suspensiones de virus combinadas se aSadieron y se mez­
claron con una fase oleosa en la proporción de 6,5 partes de 
fase oleosa : 3,5 partes de líquido que contenía virus y se 
preparó una emulsión haoióndola pasar a travós de un molino co­
loidal.

La fase oleosa aplicada tenía la composición sigulen 
te:
Marcol ̂  52 91,4 % en volumen
Arlacel A @ o  Arlac e l @ 80 o S p a n @ 80 8,0 % en volumen
Tween@80 0,6 % en volumen

Ejemplo 4
Se preparó un liquido que contenía ALV y un líquido 

que contenía NDV de acuerdo con las fases correspondientes reg. 
pectivas del ejemplo 1. Despuós del tratamiento de las suspen­
siones de virus como en c) del ejemplo 1, se mezcló el liquido 
que contenía NDV-AAF y el que contenía ALV en una proporción 
de 4:3 y se preparó una emulsión del mismo modo que en d) del 
ejemplo 1. No obstante, la fase oleosa y los líquidos que coa 
tenían los virus combinados se mezclaron en una proporción de 
6:4, mientras que la fase oleosa empleada era la utilizada en 
el ejemplo 1 bajo d).

Ejemplo 5
La vacuna combinada, preparada segdn el ejemplo 4,

se probó en el modo siguiente.
Unos pollos SPF vaounados previamente, de 8 semanas
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de edad, se vacunaron con la vacuna combinada. Las concentra­
ciones halladas de HAI (inhibición hemaglutinante), o sea el 
námero de unidades HAI en el suero procedente de los animales 
vacunados no se desviaba notablemente de los niveles de anti­
cuerpos hallados con animales que se habían vacunado con vacu­
nas simples correspondientes de una composición comparable en 
las mismas condiciones.

Las curvas de progreso asi obtenidas trazando las uni­
dades HAI y los niveles de HAI hallados, expresados respectiva 
mente en forma de 2* en una escala logarítmica contra el tiem­
po se ilustran en la figura adjunta.

Respecto a las unidades NDV-HAI, se hallaron valores 
sensiblemente superiores con animales que se habían vacunado 
previamente con vacuna NDV viva (como se suele hacer normalMen 
te en granjas).

En dichos animales, v.g., se detectaron aproximadamen 
te _ .¡oí?,!) NDV-HAI en el periodo de 4 a 8 semanas des­
pués de la vacunación con la vacuna NDV-ALV combinada.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 
así como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sus 
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren 
su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES
1.- Procedimiento para la preparación de un líquido 

inicial que contiene virus de tipo adeno, para la preparación 
de unA vacuna inactivada combinada dispuesta para administra­
ción, caracterizado porque un virus de tipo adeno se cultiva en 
huevos de pato o en un cultivo celular, tal como un cultivo en 
frascos rodantes de monocapa o un cultivo de cólulas unidas a 
vehículos inertes sólidos, de fibroblastos de embrión de pato.

2.- Procedimiento segán la reivindicación 1, carac­
terizado porque el cultivo en cólulas en monocapa se forma pre­
parando una suspensión de cólulas iniciales en un medio de cul­
tivo consistente por lo menos en 70 a 90 partes de medio de Ea- 
gel, al que se añaden discrecionalmente de 5 a  15 partes do sue 
ro de ternera, 2 a 4 % en peso de solución de bicarbonato sódi­
co y una a cinco partes de una solución o una suspensión de uno 
o más antibióticos, por ejemplo penicilina G, estreptomicina y 
natamiclna, el medio de cultivo se prepara cuando el cultivo ce 
lular está prácticamente terminado, se inocula con la suspen­
sión de virus, se incuba a 37°C por espaoio de 0,5 a 2 horas PR 
ra unir el virus y se añade medio de mantenimiento, consistente 
por lo menos en un medio de Eagel con 2 a 10 % de suero de ter­
nera, 2-10 partes de caldo de fosfato de triptosa (30 gm/lltro), 
10-20 partes de líquido amnlótico de bobino y los aditivos men­
cionados anteriormente, seguido por la cosecha del medio que 
contiene virus y las cólulas de 0,5 a 2 días despuós de la apa­
rición de CPE.

3. - Procedimiento segán la reivindicación 1, caracte­
rizado porque se utiliza una cepa de virus 127 depuesto.

4. - Procedimiento segán la reivindicación 2, caracte­
rizado porque el cultivo celular se inocula oon una suspensión
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de ALV que tiene una actividad de ^  30 x 10^ TCID^/frasco de 
cultivo rodante.

5.- Procedimiento para la preparación de un liquido 
inicial que contiene virus de tipo adeno, tal y como queda sus' 
tancialmente descrito en la presente Memoria e ilustrado en el 
adjunto dibujo.

Esta Memoria consta de 18 hojas, escritas a máquina 
Por una sola cara.

Madrid 17 0(R N%
GIST-BROCADES N.V.
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