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RIASSUNTO
La presente invenzione riguardg in generale il
settore della‘medicina veterinaria; ma, pit particolarmente,
un nuovolvaccino vivo per la prevenzione della salmonellosi
nei volatili acquatici éd un procedimento per fabbricarlo.
Il vaccino dellsa presente invenzione comprende es;
v gsenzialmente unsa sospenéigne di coltura viva deila razza at-
tenuata salﬁoﬁella typhi-ourium n, 3. depositata presso
All—UnionIState Control Research Institute of Vejerinary
Preparations the USSR Ministry of Agricoiture, in ung
‘ concentrazione da 2 a 4 bilioni di cellule microbiche per

10 ecm cubici di acqua potablile, E' descritto un procedimento



per fabbricare il nuovo vaccino vivo, in cui ls razza atte-
nuata salmonella typhi-murium n. 3 & coltivata'in un mezzo
di coltura contenente fonti di carbonio, azoto, sali minerali,
sogtanze biologicamente attive, ad una temperatura di 37-38°C,
per produrre il massimo accumulo ottenibile di biomassa duran-
te il periodo da 10 a 14 ore, con conseguente essiccamento
ed ottehimento del wvaccino,
DESCRiZIONE

La bresente invenzione riguarda in generale il set-
tore della medicina veterinaria, ma, pil particolarmente,
un nuovo vaccino vivo per lélpfeVenzione della salmonellosi
in volatili acquatici, un procedimento per fabbricarlo e la
sua applicazione profilattice in volatili acquatici per com-
battere la salmonellosi causata de salmonella typhi-murium,

La salwmonellosi prdvocata dalla S.tiphi—muriﬁm
che colpisce il volaetile acquatico & contrassegnata.ﬁa aita
incidenza, carattere assai éontagioso é-gonseguenze spéésb
fatali. |

Inoltre 1la S, tiphy;murium ¢ stata coinvolta nelle
tossico~infezioni alimentari nell'uomo,.essendo ritenuta una
degli agenfi prihcipali che le determinano, mehtfe il volatile
acquatico & 1'os§ite principale d4i questo microbo in condi-
zioni naturali ed i prodotti ottenuti dall'uccisione del

pollame infetto costituiscono la fonte fondamentale deile in-



fezioni nell 'vomo.

La prevenzione e la cura della salmonellosi nel
volatile acquatico si basa principalmente sull'uso di sostan-
ze medicinali e di generiche misure veterinario-sanitarie
che, di regola,-non riegscono a garantire uno stato‘di salute
pill elevato nell'allevamento ednel mantenimento del bestiame
ad un'livello numerico riqhiesto. La specifica profilassi |
dellé salmonellosi negli uccelli acquatici & estremamente
inadeguata,

E' noto un vaccino polivalente di germi uccisi
usato per la colibacilloéi e la salmonellési in animali da
pelliceia, pollame, vitelli, maialipi, il quale consiste in
una sospensione 4di quattro bilipni di 5. typhi-murium, S,
cholerae-suis, S. uublin e E. coli @i 24 differenti tipi
di siero uccisi con:férmaling‘e fiomersal. Il Vaccino,.pro-
dotto come liquido, & raccomandato per la somministrazione'
subcutanea ripetuta due volte negli uccelli: prima in una
dose da 0,25 & 0,5 e poi in una da 0,5 & 1,0 ml. (Veterinary
statute, Noscow, "Kolos" publishers, 1973, vol, 1, p. 548;ma-
nuale - intitolato "Veterinary agents" Moscow, “KolosF

o~

editori 1981, pag. 223).

J

" I1 vaccino presenta una bassa immunogeneciti., Ia
inoculazione non conferisce la completa protézione contro la
malattia né inmpedisce che il singolo individuo divenga un

portatore. Tnoltre il vaccino contiene salmonella (S. dublin
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e 5. cholerae-suis) ed Escherichia (0III, 0119, 0I27, 0139,
ecc) che non sono patogene negli ueccelli. La gsomninistrazione
parenterale ripetqta due volte del vaccino con una siringa

¢ troppo complicata per una campagna di inoculazione condotta
su vasta scala. Il suddetto vaccino couporta un notevole pe-
ricolo che si verifichi reazione allergica,

Assail promettenti nella prevenzione della galmonel-—
losi negli animali sono i vaceini vivi in grado di stimolare
il meccanismo éellulare di immunitd che gioca un ruolo fonda—
mentale nella profezione dell;organismo contro dgenti infet-
tivi (Collins, Bact. Rev. 1974, 38, 4, 371-402),

La pratica corrente fa uso.dei vaccini vivi per la
salmonellosi: vitelli della razza S. dublin (brevetto U.S.A,
No. 3.356,574 rilasciato il 5dicembre: 1967), maiali dells
razzea S, colerae-~suis (brevetto U,S.A..n. 3.364.117 del 16
gennaio 1968), pecore della razza S. abortus—oQis (brevetto
francese n., 2.464.300 del 6 marzo 1981) Tuttavia, i vaccini
vivi per la salmone11031 negli uccelli acquatlcl non si tro-
vano descritti 1n letteratura.

Cid che si richiede & un nuovo vaceino vivo per
la prevenzione della salmonellosi nei volatili domestici il
quale sia altamente lmmunogenicamente efficace, e sicuro e
semplice da fabbricare, convenlente nell'uso, con una lungs -
vita @i magazzino, in grado di stabilire unsa forte resistenza

immunologica alla salmonellosi nei volatili,



E cosl l'invenzione fornisce un nuovo vaceino vivo
per la prevenzione della salmonellosi negli uccelli acquatici
che consiste nella sospeﬁsione di una coltura wviva preparata
dalla raéza Salmonellar typhi-murium n., 3 attenuata deposita~
ta presso la All-Union State Research Control Institute for.
Veterinary Preparations, the USSR Ministry of Agricolture,
in uwna concentrazione di 2-4 bilioni di cellule microbiche
per 10 cm3 di acqua potebile. Per sostentare le cellule mi-
crobiche nello stato vitale il vaccino della presente inven-—

zione comprende un mezzo protettivo della seguente composi-

zione, espresso in per cento in peso:

saccarosio da 4 a 12,0
gelatina da 0,6 a 3,0
acqua - . il rimanente

in una guantita d4i un centimetro cubo del mezzo protettivo
per 30-40 bilioni di cellule microbiche vitali.

Cid che & analogamente nuovo ed utile 2 uh procedi-
mento per fabbricare il vaccino della presenté invenzioné.
I1 procedimento per produfre il wvaccino vivoAper ia preﬁenzio—
ne della salmonellosi in uccelli acquatici mediante l'accre-
scimento delia razza Salmonella typhi-murium in un mezzo d4i
coltura contenente fonti di carbonio, azoto, sali minerali
e sostanze biologiéamente attive, per produrre il méssimo ac-
cumolo_dttenibile di massa biologica, con susseguente es-

siccamento ed ottenimento del vaccino secondo l'invenzione,



utilizza'comeAcoltufa di accrescilmento la razza Salmonells
typhi-murium n. 3 depositata presso All-Union State Research
Control Institute for Veterinary Preparations, the USSR
Ministry of Agricolture, il procedimento di accrescimento esgs-
sendo condotto éd una temperatura di 37-38°C per la durata

di i0—14 ore. Prima dell'essiccamento la méssa biologica &
preferibiluente mischiata ad unmezzo protettivo della se-
guente composizione, espressa in per cento in peso: sacca-
rosio da 4 a 12,0, gelatina da 0,6 a 3,0, ed il resto essendo
acqua, in una guantita di mezzo protettivo di un centimetro
cubo per 30-40 bilioni di cellule microbiche.

Il vaccino della presgente invenzione & innocuo,
possiede un'alta capacité immunogena e, nella somministrazio-
ne orale, pud essere impiegato come mezzo di profilassi spe-

cifica confro lé,salmonellosi negli uccelli acquatici,
per eéempio in allevamenti infettati.

La razza attenuata S. tiphy-murium ﬁ. 3 usata per
produrre il vaccino si distingue per il fatté che il suo geno-
ma comprende due mutazioni che, l'una indipéndentemente dal-
1l'altra, ﬁanno l'azione di ridurre la virulenza e garantiséo-
no una viru;enza regidua costantemente bassa,

La razza ﬁttenuata ¢ caratterizzata dalie}seguen—
ti proprieté.;

: caratteristiche mor‘fologi(;.hge: si presén‘ba come

piccoli microorganismi altemente motili, gram-negativi, a for-



ma di barretta, non aventi n2 spore nd capsule e della misu-
ra di 1,5-2micromilliaetri per 0,3-0,5 micrOmillimetri;

caratteristiche dells coltura; produce un inforbi«
dimento uniforme nel brodo di carne-peptone, dopo 8-10 ore
@i accrescimento ad una temperatura di 37°C, cioe presenta
una velocitd di crescita alquanto inferiore a quella delle
razze di salmonella virulenti, le quali producono un rarceto
intorbidimento del brodo in 4-5 ore. Su carneepeﬁfone;agar
forma colonie ‘trasparenti, circolari, lisce, leggermente
convesse (a forma di S)conuna struttura generale fine del dia-
wmetro di 1-3 mm. La razza & resistente allarstreptomicina
(300 unita/ml); |

caratteristiche di fermentazione: fa feramentare
glucosio, maltosio, mannitolo, arabinosio, furbite, xilosio,
producendo acido e 'gas; forma st, non pud feramentare sac-
carOSio, lattosio,réffinosio; non fa coagulare il latte, non
diluisce la gelatina, non forma indolo; |

struttura dell'antigenét si agglomera sotto 1lt'in-
fluenza dei sieri "0" del monoricettore gieri: 1,4,5,i2

e H del primo stadio (i) e del secondo stadio (1,2).

La razza attenuata, scelta dalla p0p01azi§ne del-
ia razza virulenta S. tiphy-murium n., 415 sensibile alla
stfeptomicina, ¢ strettamente simile aila razza affine negli
aspetti morfologici, nelle caratteristiche di fermentazione

e nella struttura dell'antigene, Delle caratteristiche della




cultura gquelle che sono pertinenti esclusivﬁmente alla raz
attenuata in contrasto con la varieth epizotica sono una
bagsa velocith di riproduzione ed un'alta resistenza alla
streptomicina.

La virulenza residua della razza espressa in

LD%)pertOPi'bianchi del peso di 14~16 g dopo inoculazione
| 8

+ 1,28 x 108, mentre la LDBO della

razza di partenza (virulenta) & 18,9 + 8,4 cellule microbi-

intradermale & 8,08 x 10

che. Percid, la virulenza residua della razza attenuata in
topi bianchi & 4 x 107 volte inferiore a quella della razza
di partenza,
La stabilith della virulenza residua & stata
accertata per mezzo di una serie di 10 passaggi in topi
" bianchi e di 5 passaggi in vitelli. La virulenza residu=a
della razza attenuata con caﬁbiava dopo ripetuti passaggi.

I dati sono riassunti nella Tavola 1

LD50 di razze d:L S. typhi-murium priﬁ:a. e dopo i passaggi;
TAVOLA 1
L .
| Pso _IPsg dow
; Numeri RAZ2ZE prifia »d?l una serie di 10 una serie di 5
. passaggio o, . .
passaggi in topi passaggi in
' bianchi ' vitelli
1 2 3 L 5
' 8
2 attenuata 8,08 x 10~ 1,0 x 107 2,9% x 108
virulenta 18,9 10 10




La differenze dei wvalori LD50 per la razze atte-
nuata,prima e dopo i passagegl & statisticamente trascura-~
bile (P di 0,01).

3i studiava la capacith immunogena della razza at-
tehuata in confronto ad un vaccino riscaldato preparéto dal-
la razza virulenta su topi bianchi del peso di 14-16 g sotto-
posti ad una singola immunizzazione con una dose subcutanea
di un wilione di cellule microbiche. 21 giorni dopo l'immuniz-
;zazione i topi venivano infettati con la razza virulenta
in dosi 41 0,01, 0,1, 1 e 10 migliaia di cellule microbiche
ciagcunz di queste dosi venendo somministr&fa a 10 animali. -
Si valutava la capaciti immunogena medianté 1'indice di effi-
cacia che @ in sostanza il rapporto fra LD50 nel gruppo .in esa-
ne e LD50 nel grupﬁ; di controllo.

La capacit2 immunogena della razza'attenuata era
in media 9 7olte quella presentata da cellule uccise della
razgza virulenta (indieil di efficacia risﬁettifaménte di 92 -

e 10,4).

lQuella che segue & una. descrizione pérticoléreg—
giata del procedimento per preparare il vececino della preéente
invenzione, | |

La coltura & fatta crescere in reattori in un
mezzo di coltu:a éuale per esempio il brodo di Hoftinger per
10-12 ore ad una temperatura di 37-38°C mentre viene costan-

temente mescolata {50-60 giri al minuto) e costantemente aera-
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ta per produrre l'arricchimento di ciascun litro del mezzo
di coltura com aria nella proporzione di 1:2.

La coltura in brodo cosi sviluppata Qiene precipitata
per centrifugazione, poi diluita in bottiglie da 18-19 iitri
con un mezzo protettivo fino ad una concentrazione di 100~
120 bilioni 4i cellule microbiche secondo lo standard #isﬁa-
le di standard,viene posta in fiale ed essiccata per sublima-
ziohe sotto yuoto ed infine si saldano le fiale, I1 cohteggio
dei batteri vivi per un cm3 di vaccino dopo l'essiccamento &
di 30-40 biliomni,

la determinazione del totale di salmonella viva per
un cm3 di vaccino viene condotta nel modo seguente, Si prepa-
.. Tano dﬁe canpioni, ciascuné comprendente tre fiale del vac-
.cino. Il vaceino nelle fiale viene diluito fino al volume ini
ziale con solﬁzione galina fisiologlica, quindi viene mescola~-
to e valﬁtato-per la concentrazione di salmonellas in entrambi
i campioni mediante lo standard di opacita. La concentrazié-
ne Batteriéa_nel Vaééino deve essere 100 bilioni di cellule

3

microbiche per un ém_. I due campioni sono poi usati per

T

preparare con pipette separate diluizioni dieci volte tanto

9

fino a 10"° in un brodo sterile di-carne-peptone. Da talil di—

luizioni al-jO_B e 10”2 di ciasano dei due campioni si prele-

va un dm3 e lo si pone in 5 capsule contenenti carne-peptone-
agar. Si distribuisce uniformemente il materiale della coltu-

ra inclinando la capsula.



di 37°C per un ﬁeriodo di 24 ore, dopo di che ¢i determinano

il numero di colonne sviluppatesi e la concentrazione di

salmonella viva (x) in bilioni per un cm3 mediante la formula

p o, 010
_— 8
% _ 9 Q4 .10

Z

in cui

x & la concentrazione di salmonella viva per 1 cm3

P & il numero di colonie in tutte le capsule contenenti la

diluizione 10—8

-8
q € il numero di capsule con diluizione 10

pI & il numero 4i colonie in tutte le capsule contenenti la

9

diluizione 10

Ay ¢ 1l numero di capsule con diluizione .‘LO“9

X Si sommano gli indici di concentrazioné per cia-
scun cémpione e si divide ia somma per il numéro di cgmpioni
arrivando in tal modo éilajconcentrazioné media di salmonel-
la viva nel vaccino, espressa in bilioni di cellule microbiche
per unacm3.

Per la determinazione della sicurezza si scio-
glie l'estratto di wvaccino essiccato in soluzione salina
fiosologica fino ad una éoncentrazionedi éovmilionidi.céllulé
microbiche per un cm3 secondo lo staﬁdard'visﬁalg diﬁbpéci—,‘”

t2 e poi si somministra a topi bianchi del pesoc di 16-18 g

subcutaneamente nella regione dorsale utilizzando una dose
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di 10.000.000 di cellule microbiche in un volume di 0,5 cm3.
I1 vaceino e dichiarato sicuroc se dei 10-topioriginali 8
sono tuttora vivi al termine di un periodo di 10 giorni.

La prova dell'attiviti del vaccino richiede 1lo
uso di tre fiale. Ogni fiala con il vaccino viene riemﬁita
con soluzione salina fisiologica fino al voiume di partenza.
51 trasferisce poi il wvaccino cqmpletamente disciolto in una
provetta sterile, il campione comune venendo usato per pre-
parare una diluzione del vaccino in soluzione salina fisio-
‘logica ad una concentrazione di 300 milioni déi batteri vivi
per un.pm3. |

Per esaminare 1l'immunogenicitd si scelgono 20
porcellini d4'India del peso di 350-400 g e di questo numero
di animali 10 ricevono il vacecino subcutaneamente neila re-
glione ;nguinale in una dose di 300 milioni di cellule micro-
‘biche vive per un cm3. Dopo 14-16 giorni sia i porceiiini im—
munizzati che i-10 porcellini di controllo vengono infetfati
con una dose letale di una coltura titolata della razza di
60ntr6110 S.tiphy;ﬁurium. L'osservazione degli animali da e
sperimento continua 10 giorni dopo la morte di meth degli a-
nimali-di controllo. Durante il periodo di osservazione tutti
i porcellini d'Tndia del gruppo di conéroilo od almeno otto
di essi devono'morirelmentre del diéci animali immuﬁizzafi
alméno otto devdno gsopravvivere, | |

Nell'uso il vaccino & una sospensione di cellule



concentrazione di 2-4 bilioni di batteri vivi per 10__cn13 di

acqua potabile, TI1 vaccino & impiegato nella prevenzione del-
la salmonellosi in uccelli acquatici, per esempio in anatroc~
coli e paperini, in allevamenti che siano infettati. I1 wvac-
cino & dato da anafroccoli e paperini partendo dal terzo
giorno di vita ed & sgomzinistrato oralménte ad un intervallo
di due giorni in una dose di due bilioni di cellule microbi-
che la prima volta e 4 bilioni la seconda. I'imaunith & in-
dotta da 3 a 5 giorni dopo la somministrazione della seconda
dose di vaccino, & conservata per un periodo pari a 6 mesi,
Illustrano ultceriormente l'invenzione i.seguenti
esenpil di preparazione e di esame del wvaccino.
Eseapio 1
Preparazione di uﬁa singola serie del vaccin§
ngsto procedimento per produrre il vaceino com-
prende i seguenti stadi: |
| ottenimento di una coltura di accrescimento. A
quest6 SCcOopo éi travass una fiéla contenente la razza atte-
nuata essiécata S. typhi-muriua n. 3 in due o tre palloni da

100-200 cm3 contenenti brodo di Hottingers (volume della col-

tura uguale metid volume del pallone) accompagnata da una col-

- - . —n o n e = e rrm e e e —— - i : et e iy m i, J—

tura di controllo in bicchieri contenénti chrﬁe-peptone—agar,

“brodo 41 carne-peptone, brodo di carne-peptone-fegato sotto

vasellina. La coltivazione era condotta per 14-16 ore ad u-
!

na temperatura di 37°C. 7 Si
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ispezionava la coltura per le impurezze mediante esame mi-
croscopico delle macchie colorite secondo il metodo di Gramm.
Si poneva la coltura pura in palloni da 200 cm3 contenenti
brodo di Hottinger facendo in modo che vi fossero 10 cm3 di

coltura per 100 cm3

di mezzo e si sottoponeva a accrescimento
ad una temperatura di 37°C per 14-16 ore. Il numero dei pal-
loni coltivati dipendeva dal volume della coltura madre
richiesto. Si conducevano anche delle colture di contrello
in carne-peptone-agar, brodo 4i carné—peptone, brodo di carne
_peptone~-fegato (MPA, MPB, MPLB) sotto vasellina.

Per ottenere la coltura madre ‘g1 trasferiva il
contenﬁto di un pallone in uns bottiglia contenente 10 litri

di brodo di Hottinger con simultanea coltura di controllo in

biecchieri contenenti MPA, MPB, MPLB sotto vas elllna ed in capsu~

1e di Petri contenenti il mezzo Endo al fine di evitare la con-
taminazione da microflora estranea, |

La ¢éoltivazione nelle bottiglié era condotta per
10-12 ore ad una temperatura di 37°C in una quantité neces-
saria alla coltivazione nel reattore. Il prodotto cosl otte-
nuto era usato per la coltivazione in biecchieri contenentl
mezzi di coltura od in capsule di Petri contenentl ilJnezzoiEndo
ed inoltre per la micréscopia eper;a.determinazione della.
concentrazidné di microorganismi gecondo]x)étahda;d.visivo,
detta concentrazione dovendo essere di almého 500

milioni di cellule microbiche per un cm .
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La coltura di accrescimento, esaminata per la

assenza di impurezze, veniva posta nel reattore contenente
un mezzo di coltura sterile raffreddato a 38°C, in modo da
stabilire una proporzione di 8-10% di coltura sul volume com—
_plessivo del mezzo mentre simaltaneamente si aggiungeva 0,1%
(in peso di sostanza secca) di soluzione sterile di glucosio
al 40%.

La coltivazione nel reattore continuava per 10-
12 ore ad una teamperatura di 37°C, la coltura essendo co-
stantemente mescélata (50 giri a1l minuto) ed essendo conti-
nuamente aerata per prﬁdurre l'arricchimento di ciascun
litro del mezzo di coltura in una propﬁrzione di 1:2 per
minuto,

Mentre si conduce la coltivazione si prelévava
un camplone di coltura ogni 1-2 ore per verlflcare il pH,
la purezza del prodotto e la concentrazione delle cellule mi—‘
croblche. Nel caso di un pH elevato durante la coltivazione,
alla coltura si aggiungeva soluzione sterile di glucosio al
40% (0,1% in peso di éostanza secca). Il prdcesso di coltiva-
éione eré terninato al raggiungimento dello stato stabile
nel guale il toﬁale dei Qicrobi vivi cessava di aumentare.

La coitura cosl ottenuta eras raffreddats.a 6-8°C,

ed esaminata pér le impurezze al micrqscopiO'ed effeﬁtuando-
colturé in biecchiere con MPA, MPB, MPLB sotto vasellina od

in capsule con mezzo Endo. La coltura conteneva da 30 a 40 bi-
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3 Ve
lioni di cellule microbiche per un cm” secondo lo standard ~209O
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visuale, aveva un valore del pH tra 7,4 ¢ 7,6 e si'agb
glomerava sotto 1l'influenza di sieri "O" del monoricetto- -
retsieri 1,4, 5,12 e H (i, 1, 2). Dopo raffreddamento si
trasferiva la coltura pura in brodo, attraverso un tubo
flessibile sterile, nella supercentrifuga al fine di con-
centrarla.'

Per mantenere le condizioni di sterilitéa il rotore
della centrifuga veniva trasferito nel compartimento manua
le in cul la massa batterica coltivata era raccolta dal ro-
tore in vasi da 3 litri precedentemente pesati e steriliz-
zati contenenti perline. Successivamente ogni vaso era pesa.

~to di numovo, la differenza di peso dando la quantitd effet-

"tiva in peso della coltura batterica concentrata raccolta.

e

La colturé éaﬁterica égéi'réccoita era diiuité in
_bottiglie'da 18-20 litri con un mezzo ﬁrotettiVo fino ad una
- concentrazione @i 100-120 bilioni di cellule microbiche per
l.c;.:m3 secondo lo standafd-visuale di opacifﬁ.

Il megio protéftivo veniva preparato con la seguente
sequenzsa dilﬁrocessi: sl usava acqua bollente, distillata o
demineralizzata, per sciogliere gelatina in una coﬁcentrazione
di 1,5-2%, dopo ai che essa si aggiungéva a 104 dai saccérosio,
si sottoboneva ad ebollizione per un maésimo‘di 5~6 minuti,

guindi si filtrava attraverso un filtro di tela e si portava

il valore del pH-a 7,6-7,8 aggiungendo una soluzione al 4%



di soda causatica,

d; 110°C per 30 minuti. Dopo 1la sterilizzazione si esaminava
il mezz0 protettivo per la sterilith sottoponendolo a coltu-
ra in MPA, MPB, MPLB sotto vasellina,

Si mescolava a fondo la sospensione della cbl-
tura microbica con il mezzo protettivo e si poneva in fiale
sterili che venivano chiuse con tamponi di cotone laschi,

Mentre veniva distribuito il vaccino ers continuamente
mescolato, Le fiale contenenti il vaccino erano inserite in
un caficatore per essere immagazzinate e congelate nel re-
frigeratore ad una temperatura;di'—40 -50°C per 8-14 ore.

Completato il congelamento, si frasferivano le
fiale contenenti il vaccino nel dispositivo éi sublimazione
dové eesi erano sottoposti ad essiccamento. |

Il completamento del processo d'essiccamento era
indicato dal raggiungimento della determinata temperatura
te;minaleldel materiale coltivato (25°C) e della pressioné mi;
nima entro la camera, tali valori esséndo mantenuti uguaii du-
rante le ore finali_dell'essiccamento. Ltattivazione del ri-
scaldato}e éa;séaffale, delle pompe a vuoto e del dispositivo
di scarico del §accino éssiccato veniva attuata in conformité‘
elle norme operative fissate sull 'impianto di subblimaziongfi

Le fiale con il vaccino secco erano saldate su‘

una unita collettricea tamburo ad uns pressione massima di 0,2

mm di mercurio. Le fiale saldate erano egaminate macrosco-
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Picamente per la preéénza di impurezze estranee, mentre lo
stato di vuoto all'interno delle fiale veniva determinato u-
sando gli strumenti progettati da D'Arsonvalle.o da Tesla. Le
fiale erano poil contrassegnate con cartellini e;encanti il
nuanero della sostanza ed il numero di serie,
I1 vaccino contenuto nelle fiale era sottoposto
alle seguenti prove:
agpetto,
purezza e caratteristiche della coltura,
concéntrazione visuale per un ém
conteggio delle cellule microbiche vive e numero delle dosi
di vaccino per-un cm3
contenuto di umiditd in per cento in peso
aolubilita
p;?éenga di vuoto nelle fiale
' sicurezza operativa
immqnogenecité.\
ESEMPIO 2
Prova di labpratori sul vaccino.vivo
Si esaminava la sicurezza del vaccino su anatroc-
coli e paperini dell'etd di 2-5 gi&rni-applicando la sommi-
'nistraiione subcutanea ed uséndo doei rispettivamente di
1,2,5,10 e d4i 2,5,10,20 bilioni di cellule microbiche.
I1 tempo di sopravvivenza della razza contenuta

nel vaccino nel corpo degli animali veniva determinato con
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esamne battereologico delle strutture interne dei tessuti
degli uccelli vaccinati condotto ad un intervalle di 5-10
giorni per un periodd¢ di 2 meei dopo l'inoculazione,

Le proprietd immunogene del vaccino erano studia-
te nella somministrazione subcutanea, nella combinata (sub-
cutanea e oralenonche nella somministrazione orale attuata
una volta o due volte. Nella somministrazione subcutanea il
vaceino era introdotto in una dose di due bilioni, laddove
nel modo orale ed in quello combinato gi somministravano un
bilione e due bilioni di cellule microbiche ad un intervallo
di 2 giorni.

Gli esperimenti dimostravano che il vaccino vivo,
sia che fosse somministrato subcutaneamente sia due volte o-

ralmente nelle dosi succitate, non produceva alcuna reazione
indebita negli anatroccéli e nei paperini 4i 2-5 giorni e
1'uccisione di controllo degli uccelli eseguita 5,10 e 20 gior-
ni ﬁépo ltinoculazione non mostrava segni di variazioni pa-
tologiche nellé strutture interne,

| Nella tecnica orale di immunizzazione, l'eséqe—

zione‘comﬁieta delle cellule microbiche avveniva a ﬁarfire :
dal 35esimo giorno negli anatroccoli e a parfire dal 40esimo
giorno nei paperini. Nella tavole 2 e 3 sono'e}encatiii risul-
tati di'studi gperimentali sulle proPrieté immunogene del
vaccecino ino applicato in modi diversi in confronto con quel-

1c del vaccino ucciso noto. Come si pud evedere dalla tavola



nistrato in uno gualsiasi dei modo in esame, gli anatroccoli

venivano resi immuni 84 una infezione subcutanea con la razza
virulenta S. typhi-murium in una dose di 3 LDBO’ il coefficien-
te di efficacia immunologica.(CIE) essendo 100.

Al tempo stesso unafsingola vaccinazione orale
conferiva una immunitd di inténsitd alguanto inferiore a
quella della somministrazione ripetura due vqlte. Cosl, per
esempib,‘lS giorni dopé 1l'inoculazione, consistente in una
somainistrazione singola, il valore CIE era 100 in risposta
ad una infezione con 3 LDSO, e 80 e 60 rispettivamente dopo
un interﬁallo di 30 e 45 giorni in risposta a una infezione
con 6 LD50 della razza virulenta,

11 vaccino ucciso presentave proprietd immunogene
notevo;mente meno potenti.

La caﬁacité immunogena del vaccino era anche suf-
ficientemente pronunciata negli esperimenti condotti su pa-
pe;ini (tavola 3). I valori CIE rispettivamente 15, 30, 45,

e 60 giorni dopé 1la vaccinazione orale ripetuta due volte
erano 80, 80, 73,7?3 rispettivamente, in rispostd ad una
_infeiioﬁe con 3 LD56 della razza virulenta.

I corrispondenti indici per il vaccino ucciso era—

no 48,33 e 10.
| | ESEMPIO 3

Prova del vaccino vivo in condizioni industriali;
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S1 conduceva una serie di esperimenti industriali
con il vaccino in allevanenti di pollame infettati da s=l-
monellosi, L'inoculazione era effettuata secondo lo schema
succitato su un numerc totale di 107.400 anatroccoli. A titolo
di confronto si usava il vaccino gid noto la cui souministra-
zione era effettuata seguendo le istruzioni appropriate.

Nella Tavola IV sono riagsunti i risultati medi
di una serie di tre esperiamenti industriali. Tl 1livello di
gsopravvivenza nei gruppi in esame inoculati con il wvaccino
vivo o con.l'ucciso era in media rispettivamente 96,5%

e 88%, laddove guesto valore nel gruppo 4i controllo era 83%.
Gli indici di aumento di peso hel pollame erano rispetti-
vanente 42,7, 36,0 e.34,8 g, mentre i costi per ogni 100 kg
di aumznto di peso erano 4,5, 5,8 e 6,6 unita di alimenta-
zione, -
Le differenze degli indici‘diefficacia.immunoge-
na presentate dai vaccini vivo ed ucciso erano verificgte
statisticamente ( P £0,0I).

11 rispafmio industriale generale derivava dalla

prevenzione della mbrtalité nel pollame, del maggior aumento

’-

di peso, dai minori costi di alimentazione e di medicazione.

(seguono tavole)

£,
e
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Proprieta immnogene del vaccino in anatroccoli
Tecnica  -niéZione susseguente alllinooulazione . ___
Nune 4i imm- 05 glomidope 30 giomi dopo
ri Vaccino nizzazio numero dose di numero dose di
ne di uccel infezio CIE di uccel infezip  CIE
1i ne 1i ne
1 2 3 4 5 o 7 8 o
Vaccino del Subcutanea
la presente singola .
invenzione 20 3LD 50 100 30 10LD50 100
orale -
2
subcuta-- 20 5L .
nea 50 100 30 10LD50 100
orale )
singola 20 ZJLDSO 100 25 3LD S0 80
orale : . ,
doppia 20 3LD50 100 20 IULDSO 100
Vaccino Su:bcuta.nea.
3 uceciso doppia . .
~ noto - 20 3LDg, 52 20 10LDg, 40
orale . A

4 Controllo

10 BLD50 - 10 5LD50
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¥umero di Doge di

Numero di Dose di

Numero di Dose di
CIE uccelli

CIE

50

uccelli infezio CIB  uccelli infezio infezip
ne ne ne
10 11 12 13 14 15 16 17 18
100 20  3LD_. 100 20 LD__ 100
30 15LDgg - 5 50 3 50
35 15LD 100 2 L
50 0 2 D50 lQO 20 ELD50 100
20 6LD 60 - - - - - -
15LD 100 20 L 1
35 > 50 3 D50 00 20 3LDSO 100
20 15LD - 20 - - - - - -
: 2 50 -
20 15LD 10 - - - - - -
g 20 _
10 LD - - : _
0 3 50 10 3LD 10 3LD50 .
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TAVOLA 3 Proprieta immunogene del vaccino in paperini

. . Infezione susseguente alla inoculazione
Tecnica di

[ —————————E Y L B D2 el

Nume 1mmun:|. z2za—- 15 30
. - o, zione e e e e S s i e
Il Vaccino ' numero dose di numero dose di
di uccel infezip CIE 4i uccel infezip CIiE
1i ni 1i ni
1 bt 3 4 5 6 7 8 9
Vaccino del  Subcutanea
la presente sgingola 10 5LD50 80 15 5LD50' 60
invenzione
orale .
doppia 10 5LD50 80 15 3LD50 80
Vaccino Subcutanea A
3 ucciso doppia . o _
" moto -- 10 3LDg, 30 15 3LDg, 22
orale
doppia 10 §LD5'O 25 15 5LD50 20

4 Controllo 10 3LDg, - 10 3LDg, -
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____________ 45 giorni dopo ___60 giorni dopo
Fumero di Dose di Numero di Dose éi
uccelli infezio CIE uccelli infezio CIE
ne : ne
10 11 12 13 14 15
15 2LD 60 15 3LD 60
50 50
15 3LD : 1 LD. .
50 73 15 3LDg 73
15  3LD 1 - - o
15 3LD o . i, -
50 .
10 - 3Ly, - - _ -
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TAVOLA Risultati di esperimenti industriali del
vaccino su anatroccoli (medii di una serie
di tre prove)

Tecnica  Numero di L
. . . ' . Mortalita
Nume Vaccino di immmu- anatrocceli
ri : - nizzazip in esame
ne nucero 70
1 2 3 4 5 o
Vaccino
2 vivo della
presente orale doppia 107400 3759 3,5
invenzione :
= Va.cci_no
5 . ucciso _ subcuta.nea. )
‘noto . doppia 3000 360 . 12

4  Controllo - 34800 5916 17,0
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TAVOLA 4 (continuazione)

Sopravvivenz Aumento di peso Consumo di alimentazione per
pra . a medio giornalie . ogni 100 kg di aumento di pe
/0 ro . 50, unita di alimentazione
? 8 9
96,5 42,7 4,5

. 83,0 . 34,8 6,6
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RIVENDICAZIONTI
1. Vaccino vivo per la prevenzione della salmonel-
losi in volatili écquatici, caratterizzato dal fatto che detto
vaccino & sostanzialmente una sospensione di coltura viva del-
la rézza attenuata Salmonella typi-murium n., 3 depositata pres-
so la .All1-Union State Res:zarch Control Institute for Vete-

rinary Preparations, the USSR Ministry of Agricolture, in una

.concentrazione di 2-4 bilioni di cellule microbiche per 10

cm3 di acqua potabile.

2. Vaccino vivo secondo la rivendicazione 1,carat-—
rizzato dal fatto che per presefvare la vitalith delle cel-
lule microbiche detto vaccino comprende un mezzo protettivo
della gseguente composizione, espressa in % in pesgz sacca-

rosio da 4 a 12, 0, gelatina da 0,6 a 3,0, acqua il rima-

nente, in una quantitd di un cm3 del mezzo protettivo per 30-

A0 bilioni di cellule microbiche vive,
3. Procedimento per produrre il vaccino vivo se~

condo 1e'rivendicazioni 1-2 mediante la coltivazione della

Salmonella typhi-murium in un mezzo di coltura contenente

fdnti di earbonio, d'azoto, sali minerali, sostanze biologi-
camente attive, per produrre il messimo accﬁmulé ottenibile
di massa biologica, con susseguente essiccgmento_ed otteni~
mento del vacciﬁo, caratterizzato dal:fatto che la coltura.
scelta & la razza attenuataJSalmonélla tyﬁhi-muriﬁm n, 3 de-

positata pressola All-Union State Research Control Institute



29

for Vetefinary Preparatﬁons, the USSR Ministry of Agricoltufe,
detto procedimento di produzione venendo effettuato ad una
temperatura di 37-38°C per la durata di 10-14 ore.

4. Pfocedimento gsecondo la rivendicazione 3,
caratterizzato dal fatto che prima dell'essiccamento la mas-
ga biologica & mischiata ad un mezzo protettivo della se-
guente comﬁosizione, egpressa in % in péso: da 4 a 12,0
di saccarosio, da 0,6 a 3,0 di gelatina ed il resto essendo
acqua, in una quantitd di un centimetro cubo del mezzo pro-

tettivo per 30-40 bilioni di cellule microbiche vive.

Il Mandaterio:

r

5T, 6. HODIANO -
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