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pors

"EJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATHENTE
PRINCIPAL" nimeroc 227,679 solicitada el 3 de Abxil
de 1956, por: "Un procedimiento de produccién de

una vacuna de virus de poliomielitial
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Esta invencién se refiere s vacunas, &sto es, &

substaneias capaces de producir ung respuesta antigénica en

el ser humanc y en otros mamifercs, y a los métodos para pﬁe~
parar 2 la misma a partir de virus capaces de provocar enfer-
medad. Més partieularménte,yla invencidén se refiere s vacunas
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contra la poliomielitis y a.métodos para prepararlas
& partir de virue vivoa de poliomielitis,

Hasta el presente, los productos de vacuna
contra el virus de la poliomielitis han sido preparados
por Inactivaeidn de virus de poliomielitis mediante tra~
tamiento con formaldehfdo y con luz ultravioieta, EL
propésito de tal tratamiento ez convertir virus en no
infeccioso maténdolo pero al mismo tiempo, sin destruir
substancialmente su propiedad antigénica inherente, vale
decir, la propiedad del virus de provocar la produccidén
de anticuerpos cuando se introduce en la sangre o tejido
del ser humano o de otros mam{feros. Una de las Gificul-
tades que presenta el método conocido de mstar los virus
de poliomielitis mediante formaldehfdo se debe al margen
relativamente estreeho de seguridad entre la conecentrge
cién de formaldehido necesaria para matar el virus ¥y la
concentracidén que daatruyé la propiedsd antigéniea del
virus. Se ha informado también que el método de formalde-
hido produce resultados varisdos ¥y en cliertos casos mata
en forma incompleta al vir&n, De un modo similar el méto-
do que emplea solo la irradiacién ultraviolets produce
resultados variados puesto que falla ya sea en lg inac-
tivacidén satisfactoria de la tobalidad del virus o
tiende 2 destruir la propiedsd antigénica del virus, Por
lo tanto, si le 1rradiaclén de empiea en el grudo requeri-
do pars una inactivacidn completd del virus, se deatruye
esenelalmente la totalided de le antigenicidad.
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sta de 10 que precede, resuita necesa-
rioc en la actualidad un procedimiento aplicable en Torms
genersl pars, obtenqr p:odﬁetos de virus polio, que poseen
ult alto grade de anfigénieidad; que se hallan exentos de
virus vivos y que gon adécuados pera su uso en la inmuni-
zacibn contrs 1g infeceidn provocadsg POor virus vivos de
polioqielitis.
Uno de los objetos de 1g presente invencidn

S proporcionar un método seguro y efecyivo para matar
virus vivos de la poliomielitis con menos destruccidn de
la propiedad antigénica de los virus que la que normale
mente existe en los procedimientos conocidos actualmente,

Qtro objetp’&e la invencidn es proporcionar
un método para producir productos de virus de poliomieli-
tis que se hallen exeﬁtos de agentes tdxicos, que poseen
un alto grado de antigenicidad y que son adecuados para
la inmunizpeidn contra infecciones causades por virus
vivos de poliomielitie, -

Otrog cbjétos Y ventajas de la invencién se

evidenciarén en la deseripcién que sigue a continusecidn:

De acuerdo con la invencidn los objetos ante-
riores se logran sometiendc un medio acueso que contiene
virua vivos de poliomielitis a tratamiento con uﬁa combi-
necién de irradiacidn ultravioleta y calor ¥/o calor y
formaldehfdo bajo condicidnes taleg que el primér trata~
miento de inactivacién de 1g combinacidn es suficiente
pare matar uns proporeidn alta, pero no 1ia totalidad de
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los virus wvivos de poliomielitis presentes en el medio
acuoso originél y”qué el tratamiento o tratamientos de
inactivacién algulantes de la combinacién son guticien-
tes pere matar la totalided de los virus vivos de poxlcmie-‘g
litis residuales presentes en el medio sin que ninguno f
de dichos tratamientos de:inactivacidn, gl se agplieca in-
dividuslmente al medio acuoso original sea capaz de
insctivar completamente la totalidad de los virus vivos
de poliomielitis préaentéa en dicho medio. El producto
de vacune obtenido por &ste m&todo no solo estd exento
de virus vivos de poliomielitis sino gue también posee
un grado mayor de antigenieidad que el que se obtiene
por métodos conocidos. Este resultado es sumamente impre-
visto puesto gque los métodos conocidos que emplean la
irradiascién ultravioleta solamente 0 el calor solamente
producen la pérdids casi completa de la antigenicidad
cuando se emplean con la intensidad requerida pars la
inactivacidn completa del virus., La presenté vacuna ade-
més de poseer un grado mayor de antigenlcldad -gue el de
uns vacuna comparable en la que se ha inactivedo median-
te formeldehido tiene la ventaja adicional de que el vi-
rus mueft0~de poliomielitie presente en L& vacuna no miesg-
tra tendeneia a reactivarse cuando estd en almacenamien-
to. |
El 6rden en que se emplean Llos tratamientos de
inectivacidn de la combinacién no es particularmente eri-

tico y no tiene; hagta donde ha gido posible determinarlo,
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ningdn efecto mate:;al sobre los resultados obtenidos, qi
Poxr ejemplo, ge puede someter primersmente el medio acuodso |
gque contiene el wvirus vivo de poliomielitis a Lla secidn
de irradiscién ultravialaﬁé'yVluegc calor o se puede SO~

5 neter primersmente el medio a ls aceibn del formaldeni&o .
¥y caloxr 1uego a la 1rradiaeién ultravioleta. Se yuﬁée

también someter prlmeramen%e el medio a la aceibn de
formaldehido y eslor, luego a la irradiacidén ultraviole-
ta y finalmente al eaidr ‘solamente., S1 se deses, se pue—
10 de someter primeramente el nedio a la geccidn de irredis—
¢ién ultravioleta yﬂlﬁago ‘a la accidén de calor y formal-
dehfdo.
La invéneign‘es:aplicéble en forme smplia al
virus de la noliOmialitis ¥ 'puede ser utilizada sobre 105
15 virus ya sea en forma ‘gimple o en combinacién. Los virus
de la pollominlitia‘amgleados més cominmente son los de
les tipos 1, 2‘y‘3,'y,1én general, cada tipo de virus se
tratas por separado y la vacuna resultante se combina des-
pués con la vacuna © vacuna preparadas a partir de otro

20 tipo o tipos.

El medio scuoso que contiene el virus vivo de
poliomielitis gue se emplea como material de partida del
procedimiento es susceptible de una variseidn considera-
ble. Desde un punto de vista préctico es generalmente

25 ‘ cualquier medioc acuoso en el que el virus puede propasgar—
se mejor, un diluyente del mismo o un extracto acuoso de

suspensidén de tejidos en el que el virus de la poliomielitiagk
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puede propigerse mejor. Un medio acuoso adecuado es un
fluido de cultivo &eftejido, por ejemplo el medio de
cultivo de tejide,é3$9ﬁp$n£ectado con virus de poliomieli-
tis. Un ejemplo deuhﬁfflﬁiébide eultivo de tejlido tel es
el que se obtiene por filtracidén de un cultivo de virus
de poliomielitis en tejido de riifién de mono preparsdo
segdn lo deseripto por Dulbecco y otros en el *Journal

of Experimental Mediecine”, Volumen 99, pégina 167,
(1954).De acuerdo con &ste ﬁétodo, se tripsinizan teji-
dos macerados de’riﬁén de mono para separar tejido ex-
trafio, dejando que se multipliquen células residuales,

se inocula el medio con virus de poliomielitie, se in-
cuba la mezela y se cosecha el fldido. Aun cuando este
método se prefiecre, le etapa de tripsinizecibn puede
omitirge si se desea. En este Wltimo caso, sin embergo,
el contenido en proteina de La vacuna puede ser excesi-
vamente elevado y debe ser ensayado antes de su uso para
evitar la produccidén de vacunes gue pueden prodqucir reac-
ciones de proteiha. En le preparacién de vacunas mixtas,
ésto es, vacunas que contienen még de un tipo de virus

de poliomielitis, se pueden juntar o mezclar los f£ididos
cosechados que contienen los varios tipos antes de llevar
a oabo el procedimiento de la invencidn, pero, segin se
hs indiecado anﬁericrmente§:es generalmente preferible
Jjuntar o megelar laégvacunas individuales después de lle-
var a cabo el prccedimiénto. con un propésito préctieco,

¥y en el interds de emplear un material de partida de vi-
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Tus que posee altg antigeniaidad, el titulo de infecti-
vidad del medio aocuoso debe ser de un orden elevado, es
deeir, por lo ménos,l@“ﬁ. En términos generales un mee
dic que contiene un titulo de infectividad en el orden de

10~7 o mayor puede ser empleado. Bajo condiciones normales ok

de almacenamiento, el medio geuoso Se mentiene bujo refri-
&eracibn, por ejemplo, a ung temperatura dentro del orden
de 52 a 10egG, Durante 1a menipulacidn posterior, de amcuer-
do con 1g invencidn, el medio se tormas m4s cédlido, depen-
diendo de lag condicidnes de temperaturs empleadas dursn-
te el tratamiento, E1 medio acuoso que contiene el virug
de poliomielitisg gctivo ge broduce, en &eneral, bajo cone
diciones asépticas ¥ ¢8 bacteriolégicamente estéril. Sin
embargo, en 1g préctics genersl la egterilidaq bacteriang
Se asegura sometiendo al medio g ung filtracién basterigng
entes de emplearlo en el procediniento,rn forma adicional
8¢ puede concentrar y/o purificar parcialmente el virus
vivo y emplear diehes suspensiones o soluciones como mnate-
riales de partida pars el procedimiento, Se conviene en
iue dichas suspensioneg O soluciones habrén de quedar in-
clufdas dentro de Lg expresidn "medios acuocsos que contie
nen virus vivo de poliomielitis® +4u1 como se utilizg aquf,
Tal.como se hg indieado breviumente ge utilizg
en la preducecidn de las vacunas de la'invengidn una com-
binacidn de irradiacidn Wltravioleta y calbr y/o calor
més formaldehido, Le fase de irraciscidn ultravioliets
del Procedimiento ge llevg a cabo exponiendo una pelfculg
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delgacs O una corriente del medio acuoso gue contiene

2l virus vivo de gﬁiiqmieli%is a la luz ultruvioleta

con una longitudkd§féh@a'eomprendida entre 2,000 y 3.000
unidades angstrum'f;ﬁue tiene una intensidad suficiente-
mente alta como para reducir el tftulo de infectividad
a un valor extremadamente bajo en un corto peridaoc de
tlempo, Para asegurar los resultados deseasdos, el espe~
sor vpromedio de la pelfcula o corriente que se exponek
debe ser, en genersl, no mayor que 100 micrones ¥y prefe-
rentemente 50 miecrones o monos. Un espesor 2.1g0 mayor
que 100 micrones puede ser emplesdo, perc en este caso
se requieren exposiciones mayores y la pérdida resultan-
te de antigenieidad es correspondientemente msyor. La
fuente de luz ultravioleta empleada debe emitir una pro-
porecidn elevada, p:sferentemente tan elevada como 95 %,
de ehergia en ung longitud de onda de 2,537 unidades
angstrom, Las fuentes de luz que emiten ung proporcién
de energia algo menor a esta longitud de onda descada
son satisfactorias pero menos eficientes. Para resulta-
dos se emplesa una fuente deyluz uniforme que emite un
95¢% de energiaven,una longitud de onda de 2537 unidades
angstrom y que tiene una potencia de salids total de 10
a 25 wattios., La fuente de luz ge emplea en forma con-

veniente a una distaneia de gproximadsmente 1 en de la

superficie del medio scuoso gque debe ser expuesto. kn tér-

minos de intensidad de irradimcidn pars las necesidades

ordinarias, lakfusnté de luz debe ser tal que proporeione
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desde uproximademente 12,500 a 32,000 micro-wattios por *
em?2 de la zona de superficie de pelfcula bajo exposicién,
Cuando se utiliza un medio acuoso de virus que tiene un
titulo de infectividaed dentro del 6rden de 102 a loé

como material de psrtida, y las condiciénes de irraﬂiaa‘k
cién indicadas, se mata una proporcidén extremsdsmente
elevada de organismos a@tivos dentro del término de

unos nocos segundos de exposicidén, La duracién de lm ex-
posicibén puede ser variada considerablemente nero en ge-
neral se desea reducir a un minimo la durscién de la ex~
posicién pars evitar cualquier destruccidn in debidae de
la.antigenicidad del virus. EL periodo preferido de ex-
posicidén es menor que 10 segundos y para los mEQMUm'unngala:
tados es aproximademente de 0,5 a 2 segundos. Por ejemplo,
cuando se emplea lus ultravioleta en una longitud de onde
de 2,537 unidades angstrom que tiene una intensidad de
eproximadamente 25,000 microwatts por cmg la exposicidn
del medio de virus vivo en una pelicula gque tiene un e~
pesor promedio de SQ'micrones durante un segundo reduce
el tftulo de infectivi&ad de 10z a aproximadmmente 10}.

En general las condiciones de exposicidén deben ser tales

eomo para reducir el titulo de infectivided dentro de un
orden de 10~0»° a lQ,-Z'5

ra la préctica de la invencibén es un dispositivo formae

» Un aparato que se prefiere pa-

dor de pelficula centrifugo descripto en 1la patente norte-
americana No, 2,725,482,

Este aparato estd constituido por varias partes
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un tubo rotativo externo levemente cénico, de aproximada~— «5
mente 40 cm, de largo con una inclinscidén hszcia afuera '
de 49 desde ol extremo cerrado del fondo y de un didme-
tro interno en la parte superior de 9,5 cm.; un tubo de
entrada de £lfido suspendido en el cemtro del tubo exter- .
no que tiene su aberture cerca del fondo del tuhéiéx&éﬁapi';
seis lémparss tubulares ultravioletas de aproximaﬂamanéﬁ i
te 30 am.‘de longitud efectiva suspendidas en el tubo
externo que rodea al tubo de entrada de fldido y dispues-
tas de modo tal que su superficie externa se hallia den-
tro de aproximadsmente 1 em de la parea interns del tubo
rotativo externo; y un wvaso adecuado que rodea la par-

te superior del tubo rotativo externo para casptar y es-
currir hacia afuera el fldido gue es expulsado fuera de
la parte superior del tubo externo gue gira répidamente
durante el funcionanieirto del gparato. E1 apsrato posee,
por supuesto, medios mecdnico adecuados pars hacer girar
répidamente ol tubo exterior. Durante el funcionamiento,
el 1iquido que debe ser irradisdo, introducido g través
del tubo de entrada de flﬁido, fluye hacia el fondo del
tubo externo que gira rédpidamente y es impulsado hecia

afuera y hscia arribe en la Torma de una pelicula més

_alléd de las lémparas wltravioletas. La pelfcula de 1f-

quido es continuesmente impulseds hacis esrriva debido a
la introduceidén de mds meterial a través del tubo de
entrada de f£ldido, hesta que el liguido finalmente se

derrama hacia afuera dentro del vaso gue rodee la parte

- 10—




10

15

20

25

superior del tubo rotativo externo y se recoge el 1iqpi—
do, Otro sparato, que es adecuado, esté‘deacripto en la
Patente Norteamericsna Ne 2,588,716, Se da por entendido
que es adecua&ofpara,llevar & la préctica a la invencién
cualquier medio comparsble para expomer pelfculas o
corrientes delgades a la luz ultraviolets dursnte Qeri0~
dos cortos de‘tiempo.‘ |

La temperatura del medio scuogo durante la
irradiacidén no es eritica. A menos que se apiica calor
exterior, el medio estard ordinariamente a laz tempera-
turs ambiente o menor, §in embargo, se obftiene resuli-
tados mejores cuando la irradiacién se lleva s cabo en
mediog acuosos que tienen una tewperaturs comprendida
entre 30 y 429C, §referentemente 35-409C, ¥y es por lo
tanto preferible llevar a cabo la fase de irradiacidn
del procedimiento después de caldear el medio a la tem—
peratura sntes indicada.

La Tase de calentamiento del procedimiento,
en los casos en los que e’ empleada, ge lleva a cabo cege
lentando o incubando el medic acuogo a une bLemperatura
de 30 a 5092C durante gproximsdamente 2 a 20 dias. El
orden preferido de la temperatura de incubsecibn es apro-
ximadamente de 35 a 400C, y el tiempo preferido de ine
cubacidn‘esté‘entre 3 a 10 dias. Para obtener el efecto
de inaetivaei&n méximo esydeseable colocar prontaménte
el medio acuoso bajo incubacibn, es decir, dentro de

2 6 3 horas despuds de que ha sido sometido & irradiscién
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o calor mds formaldehfdo y someter luego a irradiacidn.

La fasge de eslor m&s formaldehfdo deli procedimien

+to en el caso de ser empleada, se lleva a cabo agragﬁn@é’,f a

formaldehido &l medio amcuoso en un Srden de concentracidn
de aproximedamente 1:2.000 & 1:12,000, preferentemente
on el orden de 1:3.000 & 1:5,000 y calentando la mezcle
resultante a una temperatura entre 30 ¥ 429¢c. La temperm-
tura de calentamiento preferida estd entre 35 y 402C ¥ el
tiempo preferido de celentamiento egtd entre 2 a 6 dias,.
8i se aplica esta fase del procedimiento al medio acuoso0
original, el titulo de infectivided se reduce al orden
de 10-l o menos. La presencia de cantidades no téxiecas de
formaldehido en el producto final es deseable para evitar
posibles reacciomes de degradecién enzimética nocivas y
para evitar la formacidén de leveduras, mohos, bacterias,
ete, Bl formaldehlido se agregs preferentemente al medio
en la forma de une solucién scuosa estéril, en frio, con
agitacién total. |

En la’deacripcién precedente acerca del modo
en que se llevan a cabo lés fages de irradiacién uitravio-
leta, calor y calor mAs formaldehido del procedimiento,
la descripeidn ha sido limitada por razones de gimpliici-
dad, al tratamiento del medio acuoso que contiene al vi-
rus vivo de poliomielitis., Debe entenderse, sin embargo,
que las observaciones precedentes se aplican con igual
fuerza y efecto a medios acuosos que ya han sido sometidos

e uno o més de &stos tratamientos de inactivacibn. Por

-12 -
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ejemplo, las observacibnes que se refieren a la fase de ,g
calor més formaldenfdo se aplican a medios acuosos que ‘
contienen virus vivo de poliomielitis que no ha sido s0-
metido a2 ningin tratamiento de 1nact1vacién, e medios
acuosos que han sido ya sometidos a la fase de 1rradia~
cibén ultraviolets, a medlos que han sido y= sometidos a
ambas fases de calexr y de irradiscidén ultravioleta, etc.

Al llevar a cabo el procedimiento se ha descu-
bierto que los mejores resultedos se obtlenen si el medio
acuoso original que contiene el virus vivo de la poliomiely#3f
tis se somete, ya sea, & una filitracién bacteriana, es g
decir, filtraeién Seitz, o a filtracién con vidio ultra-
fino concreeiomado, o a un tratemiento de precalentamien-
to justamente antes de llevar a cabo las fases de irre~
dimcién ultraviolets y/o el calentemiento més formatdehf-
do, 8i se utiliza un tratemiento de precalentamiento la
tempersturs preferida estd en el orden de 48 a 52¢C. ¥y
calentemiento se llewa a cabo durante un periodo de 5
minutos hasts varias horas, Este tratamiento de precalenw
tamiento o de filtracién, dispersa aparentemente las
particulas inﬁi?i&ualés de virus vivo gque normalmente
tienden a conglomerarse y agruparse, facilitanto asi la
exposicidn peateridr de lés particulas individuaies a
una intensidad méxima de irradiacién o concentracidn de
formaldehido. El tratamiento de precalentamiento no he-
ce bajar, hasta donde ha sido pogible determinarlo, el

t{tulo o potencia de la vecuna y en realidad parece ser
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que en Ultima instancia gumenta la potencia de la vacuna. ~§'
Ademés pueden emplearse ventajosamente filtraciones bacte- /
rienas del tipo antes menciomado y/o precalentemiento en-
tre las diferentes fasges del proesedimiento.

Si se desea, pueden ser incorporados a 1los produc-—
tos de vacung ae la invencién agentes germicidas y/o esta-
bilizadores. Por ejemplo, puede agregerse cloruro de bence- n
tonio a los prodﬁctosfde;v&cuna en una concentracién de apro- [
ximadsmente 1:20.000 a 1:50.,000; preferentemente 1:40.000. :
Si se desea puede agregarse tambidén una pequeiia cantidad
de formaldehido, es decir, en una concentracidén de L:9.000
e 1:20.000, e los productos de vacuna gque gun no econtienen
formaldehido,

Los productos de vacuna de esta invencidn no con-
tienen virus de poliomielitis vivos, Son tombién estéri-
les en todos los demés aspectos, eg decir, no contienen bac-
terias, levaduras o mohog vivos, LOs productos son capaces
de producir, por administracién s mamifercs susceptibles a
infeccidn con virus vivo: de poliomielitis, una inmunidad
en los mamiferos OOntré infeccibn por el correspondiente
virus vivo. La palabra *administracién" tal como se la
utiliza aqul y en la reivindicsacidnes anexas, signifiea
inyeccién subcutdnesn, intradérmiea o intramuscular. Los
productos de vacuna pueden ser utilizados ya sea pera la
produccién de otros productos de vacuna de virus de polio-
mielitis tales como productos de vacuna de virus preeipita-

dos mediante alumbre o fosfato:de gluminio o ellos pueden

. -

-4 -
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ser administrados a memiferos con el propésito de inducir
la inmunidad,. Log productos pueden ser administrados, si se
desea, sin dilueidn, pero en la mayoria de los casos 68
preferible diluirlos con uns cantidad razonable, vale de-
cir, 1 a 4 volimenes de un medio acuoso egtéril adecuado.
Algunios ejemplos de diluyentes adecuados son la solucidn
Hank estéril, solucién selina estéril y agua destilada
estéril.,

La invencién se ilustra mediante los siguientes ; §
ejemplos: 1

EJEMPIO L.

Se preparan células para el cultivo de wvirus
de poliomielitis por el método de Dulbecco, Journal of
Experimental Medicine, 99, pég,167, (1854). Xn pocas pa—
labras, este procedimiento consigte en preparar primera-
mente ung suspensién de células epiteliales de mono
(ver Dulbeeco, Proc. Nat. Acad. Sei. 38, pig. T47, (19852)
por tratamiento de tejido de rifidn de mono macerado de
monos Cinomolgus o Rhesus sanos con tripesina pare separsr
el material extrafio y liberar las células individuales.
Se deja multiplicar a estas células sobre una superficie
de vidrio adecuada en cualquier medio de cultivo elegido
de una cantidad de éstos., La hoja de células de rifién
cultivada, asi producida, se inocula entonces con un cul-
tivo de siembrs de virus de poliomielitis Tipo 1 (ecepa
Mahoney) y la mezcla se incuba s 36-379C hasts que se cOm=
pleta la destruccién de las célulss y se hayan liberado
grandes cantidades de virus nuevo, £l f£fldido que contiene

el virus se cosecha y se pase & través de una bujla de vi-

=15 -
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drio ultra fino fritado., E1l filtrado que contiené el virus k;
vivo de poliomielitis Tipo 1 se¢ ensays parsa determingr (
gt contenido en virus, su esterilidad bacteriansg y su~pu~'
reza de cepa, 8e prepara'del mismo modo un filtrado que
contiene virus vivo Pipo 2 (cepa MiF-1l), y un filtrado
que contiene Tipo 3 (cepa Seukett) y los tres filtrados
ae combinaﬁ. | '

Los filtrados conbinsdos que contienen Los Tipos
1, 2 y 3 de virus de poliomielitis y «que tienen un titu-
1o de infectividad de 107112
positivo formador de pelfculs centrifugo a un régimen de

se pasan a través de un dis-

600 ml por minuto bajo exposicidén a la radiacibén ultra-
vicleta con uns salida de 20 watts. EL aparsato forusdor

de pelicula centrifugo empleado del tipo descripto en la
patente nortesmericans N2 2,725,432 y producido por Lla Diw

visidn del Laboratorio de Investigociones de Generul Mo-

tors Corporation, Détroit, kichigan, comprende una cémo-
ra capsular cilindrieca rotativa dispueste verticalmente,
medics para hacer rotar a la cémars a la veloclidad normal
de funcionsmiento de 1700 revoliucibnes por minuto y un con-
junto tubulasr de 6 lémparas ultravioletas espaciadas uni-
formemente ubicadas en sentido axil dentro de Lla cémars.

El didmetro interno del borde superior de le cémara es
aproximademente 9,5 om 'y la pared interna de la cémara
tiene una inolimacidn hacia sdentro desde la parite supe-
rior en un Angulo de 49 con respecto de la vertical. ILe

altura fija de la pared interna de ls cémera es aproxima-

-16 - .
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damente 40 cm. La superficie exterior delL congunto defl&mﬁ -

paras esté espaciada a ﬁﬁafdistancia de L em, de Lawpagaa

interna de la cémsra y le intensidad efectiva de irradiQQw,

cién ultravioleta en la superficie interna de La cémera és 

aproximadamente 25,000 microwatts por ome, EL eSpesor pro-
medio de La pelfcula del médio expuestp & ia radiacidén es
de aproximadamente 75 micrones y el tiempO complieto de
exposicién es 1 segundo. El titulo de infectividad del
medio después de la exposicibn es eproximademente ,

Una parte slicuota del medio irradiado se incuba entonces
inmediatemente a 37¢ durante 1¢ dias y ei titulo de in-
fectividad del medio despuds de la incubacién es O, es
deeir que el medio estd compietamente exento de virus Vvivo
de poliomielitis. E1l producto asf irradiado e incubedo
posee un alto orden de antigenicided segdn se hs indicado
a continuacidén., Le sntigenicidad de los productos obtemi-
dos erriba se determina del siguiente modo: Se inoculan
monos Rhesus con tres dogis de 1 ml., de la vacuna a inter-
velos gemansles. Los animesles son sangrados una semena
despuée del término del curso de inoculacién, se prepara
un suero a pertir de la sangre recogida y se determina

el némero de anticuerpos en el suero, Esta determinacidn
se hace mediante dilucién seriade del sueron con soluecibn
salins y mezclando las partes alicuotas diiuidas asl obte-
nidas con una solucidén normalizads que contiene un nume-
ro conocido de unidades infecciosas del tipo dado del vi-

rus de poliomielitis. Por ejemplo, si se analiza la poten~

-7 -
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clia del Yipo 1 se utiliﬁa«nga;sOlucién normalizada gque coOn-

tiene un nﬁmerO'conocidﬁstiﬁﬁidades infecciosas de virus de

poliomielitis Tipo 13 para anélisis de le potencia del Tipo 2
o Tipo 3, se utiiizs uns sé&ucién normalizadsa de virus in-
feccioso Tipo 2 o Tipo 3. £l punto final de la titulacién es
1s dilucién en la cual el su‘re;contlene suricientes anti-
cuerpos parsa neutrallzar exaetsmente, vale deeir, combinarse
con y convertir en no 1ntecciosas, el nimero eonocldo de uni-
dades infecciopes del virus en la solucidn normalizeda. 3e
utiiize ura cantided de monos en el andlisis de la potencia
de cads tipo ds virus de poiiomielitis., Los resultados asi
obtenidos se disponen en una forms para una comperacidn con-
veniente y valoracidn estadistica tomando el logaritmo en
base 2 del punto final de dilucién del suero pars caus 1mono,
promedisndo estas cantidades y tomando iluego el antilogerit—
mo se denoming tituloc medio geoméirico de las vacunes y es
por supuesﬁo, diferente para eada tipo de virug presente en
la vacuna. Dado que el tftulo medio geométrice depende de la
potencia de la solucidén normalizads del virus infeccioso de
poliomielities utilisado, en la prueba, es necesario egpecificar
el nﬁmero.de unidades infeccidsas del virus de poliomielitis
pregente en le solucidn normeiizads para reflejar el signifi-
cado propio del titulo medio geométrico. kl método para celcu-
lar el titulo medio geométrico se expone en detalle en la En-
mienda Néimero 2 alfﬂiﬁﬁhutfneqqirements of POliomyelitis vac-—
gine, publicado el 20 dé”ﬂhyo'de 1954 por el Departamento de

Senidad, Educacidén y Bienestar de los Estados Unidos de Norte
América,

- 10 -




Los resultados de la determinacién de la enti- ;

genieidad del prodneta ﬁe'vacuna obtenida seguide de incu~ ?3’*
bacién a 3790 se dan & comtinuacién en la table 1.

- 19 -
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Fldidos de fiitrados de cultivos de virus de
poliomielitis que cOntienén los tipos 1, 2 y 3 de virue de
poliomielitis (ritulo de infectividad: 10-6’83) aerexponen
a la luz ultravioleta durante 1 segundo & un régimen de 400
ml por minuto (espesor de la pelicula: 50 micrones, emplean-
do un aparato formador de pelieuls centrifugo tal como el des-
eripto en el ejemplo 1 bajo las mismas condiciénes de funecio-
namiento, Bl titulo de infeetividad del medio despuds de la

exposicién es aproximadamente 10.0’7

. Una parte ailicuota del
medio se incuba a 459C durante tres dias., La vacuna incubadsa
resultente asi obtenida estd compietamente exenta de virus
vivos y posee un alto grado de antigenieidad. La tablia Bi-
guiente muestra una comparacidn, con respecto a Lu anvigeni-
cidad, de LOs proauctos precedentes, con Un proaucto de vacunsa
producido por el método del formaldenido a partir de Los mis-
mog fldidos de cultivo de virus. Kl formaidenido se empied

en una concentracién de 1 a 4,000 vy la mezcla fué inecubava a

379C durante i4 dias.

- 21 -
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EMPLO é

60 litros &e wn medio aeuoso que contiene Laa
pipos 1, 2 y 3 de virus vives. de poliumielitis {tit&le
infectividad: 10~ =0 b) ge preparan de acuerdo con el

&a

expuesto en el ejemplo 1. Una parte alicuota ael mealo ae,
expone a la luz ulitravioleta durante 1 segundo a un ré-
gimen de flujo de 600 ml por minuto del modo indicado en
el ejemplo 1. El medio, que tiene un titulo de 1nfecn1vi—
dad después de la irradiacién de 10 —Ls 84 ge incubs & 372C
duranteitres dias.

Otra parte allcuota se irradis de modo similar, se
mezela con una soxuclén acuosa estéril de formaldenido
de modo ae obtener umna concentracidn de formaldenido de
1:4.000 y se ineuba‘lueg0~a 379¢. dursnte tres dias.

Utra parte alicuota se caliemta a 522C durante
sproximadamente una‘nora, se enfria a aproximedamente 37
1 4630, se,irradia entonces de modo similar y enconces se
incuba,. Se celienta de modo similar otra parfe aticuota, |
se enfria, se irrad;a y se mezela con una solucidn acuosa
estéril de formeldehido de modo de obtenmer una concentre~-
ciédn de formaldehido de 114,000 y se incuba a 379C duran-
te tres dias. B

La sntigenicidad de los productos de vacuna obte-
nidos y - ée los medlas acuogos no tratados que contienen
al virus aetive de paliamielltis, se determina esencial-
mente por el mismo método expuesto en el ejemplo 1, em-

pleando cobayos en lugar de monds Rhesus, como znimales

-23-
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de prueba. Las unicas diferencias de procedimiento en los
dos métodos de pruebé fueron de que a log cobayos sé les
inyectd porcioﬁss de la vacuna de QgD cmé en fugar de por-
ciones de 1 emé y de que las inyecciénes se realizaron
por vie intradérmica en lugar de intramuscular. LOS Te-
sultados'dé 1a determinacién de la antigenicidad se su-—

ministren en la tabla 3 que sigue a contimuacidn:




et e o e S o e o P 7 Bt S TS0 A e e e e o S i . S e i A S e o .t e il S e, Y i S . D O TR ST ) S T 207 S i S 7 7 SR L S s s o e e

- &2 -

‘seqonad seT ue BPBZTTTIN EPEZTTBWION GPTONTOS & op TOUsl0d

x sepeBzTTBILNOU SNITH O
S®S0TO08IUT Sepeprun op °*ON

A" Z ¢
68 4 ¢ opejery ou
0% 2 T eptiaed op TeTIaje)
oT 14 ¢
. I0Ted sl OpJUePTEWIOT
89T v ¢ £ agroeTpeXaT ‘oqusTm
- equeTeo-sad aod opronp
c9 14 el BUNOBA 8D 040NPOIT
44 12 ¢ : nmﬁomndoﬂﬁ,
. ® UPTIOBIPBIIT ‘OfueTm
cee ¥ ¢ ~equatsoaxd xod opTonp
66 v T =-oad sumoes ap 040mpoxz
zc ¢ ¢
, IoTeo sp¥ opjyeprewmriol £
, 8sT ¢ € gproeTpezay I0d OPTONP
, oY ¢ T -0xd sunoeA #paolonpoIg
¥T 14 ¢
112 ¥ Z *aPToBqUOUT @
aoToeTpeIIT J0d OpPLOnP
Ly 4 T oxd Bunoes 8p 030NPOIJ
00TI39pmOes BOPBZTTTAN odtg
oTpaw OTNYIT s0feqop op OIBURY SNITA

e e e it S S SO o P S T S T Y o T e A e i i SNV R i S S B T e B G . O i T S S

*¢ VIV




10

ib

20

25

<2 08U

EJEVPLO 4.-

30 litros de un medio scuoso que contiene virus wvivo de
poliomielitis Tipo 1(tL{tulo de infectividad 19-6,72 vrepa~
rados segdn se ha descripto en el ejemplo 1, se iiitran 8
través de un filtro bacferiano de vidrio ultra fino cone
crecionado, Se agrega suficiente formalina a 1a solucién
friae, con agitaecién, para alcanzar una concentracidn de
formaldenido de 1:4.000 y se incuba la mezclae & 372¢ du-
rante cuatro dias. La suspensién resultante QHe tiene un
titulo de infectividad menor que 10'15 se centrifugs en
una ecentrifuge de tipo cénico (Clerificador De Laval) a
un régimen de 600 ml por minuto y el efluente claro se
expone a la luz ultravioieta empleando el aparato forma-
dor de pelficula deseripto en el ejemp.io L. pi régimen ue
filujo utilizado es de 600 ml por minuto con una salide in-
cidente de energfa ultravioleta de 1lo-18 watts. ELl espe-
sor de la pelicula durente ia exposicidn es gproximadamnen-
te DU micromes y el tiempo de exposicién es Levemenie me—
nor que un segundo. LOS microwstts de energis uitraviolo-
ta ineidente son aproximadamente 21000 por emg de pesrlcu~
la. Si se utiliza un régimén de flujo de 150 6 0 mi por
minuto, la energis debe ser reducida en correspondencia,
L, solucidn'de virus resulitante se fittra nuevamente a tra-
vés de un filtro bacterieno de vidrio ultra fino concre-—
cionado y se somete una muestra a las Pruebas de standard
de seguridad, pn este punto, la vacuna no contiene ningdn
virus vivo segin lo indiea un resultado negativo en iz
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prueba de seguridad., No Obstante, ia suspensién fiitrada
esg luego. lncubada a 379¢ durante tres dias y se sumete otra
muestra a pruebas de segurided. ILas Pruebas de estag muegtra
tamblén demostraron la completa ausencia de virus wvivog,

30 litros de un medio aeuoso que contiene wvirus
vivo de poliomielitis Tipo 2 (tftulo de infectividag
0 =T+7 ) se prepararen segin lo desgeripto en el ejempio 1
¥y se sometieron al mismo proeeso descripte arriba,

30 litros de un medio acuoso que contiene virus
vivo de poliomielitig Tipo 3 (tftulo de infeetividaa
10-01 5) S8e prepararon segin se nsa deseripto en el ejemplo
1l ¥ se sometieron sl mlsmo broceso que el descripto arribe,
con excepcidn de que en la fase de irradiacidn se utilizé
un régimen de flrjo de 600 ml1 por minuto juntamente con una,
salida de energila incidente de 14 a 16 watts,

Las tres suspensiones de vacuna breparadas del
modo descripto arriba se mezclan conjuntamente Yy se dilue
yen luego con tres volvmenes de 8olucidn de Hank estéril,
El producto de vacuna que contiene virus miersos de po-
liomielitis Tipos 1, 2 ¥y 3 se gomete g pruebas de segu-
ridad antes y despuéds de la dilucién. #¥n ambos cas0s Las
pruebas de seguridad indicaron ig completa ausencia de vi-
rus vivos. Se agrega suficiente cloruro de bencetonio
en La forma de una solucién acuosa fria, con agitacidn
eficiente para alcanzar la concentracidén final de 1:40.000
¥ el producto de wacunsg resultante se pruebs rara detere

minar su potencia con Tespecto de cada tipo de virus de

il
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poliomielitig en monos, empleando lg prueba standard del

Institutd Nacional de Sanidad de los Eetados Unidos de Nor.
te América, que invclacra une comparacidn con respeeto
de une referencia de 8ueros 2 A del instituto Naeclonal de

227680

5 Sanided. Los resultados de ésta pruebe sge exponen en la
tabla siguiente: «ESE&
TABLA 4
Muestra Virus Nlmero de mo Faetor de potencia
Probada, tipo nos wtilizados en mono X(Norma ae
' comparacién InNS,Ref, i
Producto de- vacuns
producido por irra.- 1 12 1,0
diacién y formalde—
hido més cslor 2 .12 2,0
3 12 2,4

dividiendo el +t{tulo medic geométrico de los sueros de
mono que se estdn probando bara un tipo particuler de
virus por el titulo medio geomdtrico de la referencig
Sueros 24 del Instituto Naciomal de Senidad con respecto
al mismo tipo de virus, Los Ffactoreg ninimoa aceptables
en mono para 1los varios tipos &e virus de Poliomielitis
son: 1~0,29; Tipo 2-0425; y Tipo 3-0,16 (pars mayores
detalles ver minimum Requirememts of Nationgl Ingtitute

of Health, 1l de Noviembre &§11955}0
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Despuds de naber completado las pruebas

tenela y seguridad, la vacuna Preparada antes, se carga enm
ampolletas bajo condzoiGnea estériies y se cierran iss sme
polletas, Una centidad de las ampolletas preparadas de este
modo se eligen al szar ¥ los contenidos se someten o la
Prueba de seguridad. Esta prueba de seguridad indicd la
completa ausencia de wvirus vivos de poliomietitis., EL pro-

" duecto de vacuna asi producido es adecuado Pare su uso para

inminizar seres humanos contra lg infececidn por virus vivos
de poliomielitis Tipos 1, 2 ¥y 3. Si se desea, el producio
de vacuna puede ser taembidn utilizado en ia produccibn de
otros productos de vaoﬁna, por ejemplo, vacunas contra
le poiiomielitis precipitadas con slumbre o fosfato de
aluminio, ‘
EJEMPLO 5.

30 litros de un medio acuoso que contiene virus
vivo de poliomielitis Tipo 1 (tftulo de infectividad 10-6’7}
breparados segin se hg descripto en el ejemplo 1, se fii-
tra & través de un filtro bacteriano de vidrio ultra tino
conerecionado, Se agrege suficients formalina a ls solucidn
fria, con agitacidn, pars aléanzar una concentracidn de
formaldehfdo de 1:4000 y 1a mezcle se incubs g 372C durante
4 dias, La suspensidn resultante, que tiene un tituio de
infeetividad menor que 1L -1 Se centrifuga en una centrifugs
de tipo cénico (cLarifiesdor De Laval) al régimen de 60U
mililitros por minmuto ¥ el efluente claro sec exXpone g isg
luz ultravioleta empleandc el aparato- formador de perfcula

-29 -
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centrifugo deseripto en el ejemplo 1, La fuenite deiuz ‘f
ultravioleta tienme una mslida de energfa incidente de :
20 watts y se utiliza un régimen de flujo 600 ml por mi~
nuto, EL espesor’de‘la‘pelic&la durante la exposicidn es
5 aproximadamente HU micrones y el tiempo de exposicidn es
Levemente menor que 1 segundo. Los microwatts de energla

ultravioleta incidente son aproximsdamente 21,000 por cmg

de pelfcula. 600 ml del producto de vacuna asf obtenido
se someten a las pruebas standard de seguridad ¥ se ham
10 descublerto que no contienen virus vivo de poliomietitis,

30 litros de un medio meuoso que comtienevirus vivo

de poliomielitis tipo 2 se preparan segdin se nan descripito
en el ejemplol y se iratan segin se na descripto asrriba.
Las pruebas de seguridad realizadas sobre el proaucto de

15 vacuna resultante demuestran que no contiene virus vivo de
poliomielitis, , ‘

30 litros de un medio acuosoc que eontieme virus vi-
vo de poliomielitis Tipo 3 se preparan segdn se ha deserip-
to en el ejemplo X y me trata segin se hs descripto arribs, -

20U Les pruebas de seguridad registradas sobre el producto de
vacuna resultente demostiraron que no contiene virus vivo
de poliomielitis, | |
Los tres produetoa'de Vacune preparados segin se dzu-

ha deseripto arriba’se‘mezclan conjuntemente y deapuéa'&e
25 separar una muestre de 900 ml para pruebas de seguridad,

la mezcla se diluye con 3 voldmenes de solueidn de Hank es—

téril, Una muestra de 300 ml de¢ la vacuna diluids fu§ so-
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metida a uns prueba de seguridad Jjunto con lg muestra no ;1
diluida y se deécubrid que ambas estaban completemente exenw |
tas de virus vivo de poliomielitis. Se agrege suficiente
cloruro de bencetonio al producto de vecuna para alcanzar

la concentracién de 1:40000. xl producto resultasnte se prue-
ba para determinar su potencia en moncs utilizando el pYo~
cedimientc & que =ze he hecho referencia en el ejemplo 4.

1,08 resultados de Lé,prueba se muestran en La table 5,

TABLA 5.
ﬁ?igtﬁa Virus Numero de mo- Factor de Potencia en
ace tipo  nog utiliizados no (Norms de compara-
' cién INS Reft.Sueros
24)

Producto de vacu

na producido por 12 Ot
irradiscibn y V
formaldehido més 12 452
calor, 3 i2 3eb

bespués de naber completado las pruebas de potencia
Yy seguridad, el producto de vacuna se carga en ampOlletas _
bajo condicibnes estériies y se cierran las ampolletas. El~'
producto asi producidé Y] gdécuado para su uso para'inmnni~
zar seres humanos contra la‘infeccién por virug vivo de po-
liomielitis Tipos 1, 2 y 3. _

Aun cuando en la descripcidn que precede ciertas )
realizacibnes de la invencién han 8ido expucstes en detallo,\}
debe entendsrse, por rarte de los entendidos en la materis f
que puede llevarse & cabo una congiderable variacién en di- ;

chos detalles sin por ello a@artarae del espiritu de ls in-
vencién, 31
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Esta solicitud, que corresponde a la presen-
tada en los Estados Unidos de américa, el 20 de Febrero
de 1.956, bajo el mimero 5664374, sc acoge a 1los benetricios
del articulo 51 del'vigehte'ﬁstatuto Ley sobre Propliedad

industriael.

S—— Y

Los puntps de invéncidn propia y nueva gue se

- presentan pars gue sean objeto de esta Patente de inven-

cidn en mspaila, son los siguientess

ly~ Mejoras introducidas en el objeto de la Paten-
te principal, o sea,. en un procedimiento para producir una
vacuna de virus de ls poliomielitis que consiste en someter
un medio acuoso que eontangaf#irus de poliomielitis vivos
a tratamiento con una combinaeidn de irradiacién uitravio-
leta y formaldenido méslealor 0 irradiscién ulitraviclieta,
calor y formeldehfdp més calor en cuaslquier orden en condi-~
ciones tales que el primér tratamiento mortiferp de la com-
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~
binaeiéuwséa sufioiente pars matar una elevada proporecién
de virus de poliomielitis vivos presentes en el medio acuo-
80 original pero no todos ¥ que el tratemiento o tratamienw
tos mortiferos siguientes/ae la combinacién sean suficientes
para matar todos los virus de poliomielitis vivos restan~
ten pxesentes en. el medlo, no siendo ninguno de los citados
tratamientos mortiferoas, aplieado por sl solo al medioc acuo—
80 original, eapaz de mater completamente Bodos Los virua‘
de poliomielitis vivos presentes en el medio.

29.~ MeJoras de acuerdo con la reivindicacién 1,
segdn las cuales el medio aouos0 que contiene el virus de
poliomielitis vivo se ineuba:primeramente con formaldehido
& una tempersturs elevada, luego se somete a irradiacién
ultravioleta y finalmeﬁte se incuba a una temperaturs ele-
vada,

32,~ Mejoras de meuerdo con la reivindicacién 1,
segin las cuales el medio acuoso que contiene el virus de
poliomielitis vivo se somete prlmeramente a irrsdiacidn ul-
traviolete y luego se incuba con formsldehfdo a ung, tempe-
ratura elevada.

42,- Mejoraes de acuerdo con la reivindicacién 1,
gegin las cuales el medio acucaovq&e contiene el virus de
poliomielitis wivo se incuba primeramente con formaidenido
a una temperatura~elevada ¥ luego se somete a irrasdiscidén
ultravicleta.

59;- Mejoras de acuerdo con cualquiera de las

reivindicecidnes precedentes, segin las cuales la expogicidn

=33 -
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a la irradiscién ultravioleta se realiza exponiendo el e
dio que contiene los‘vifué‘de poliomielitis vivos o par-
cialmente muertos en formé de una pelicula que tiene un
egpesor de menos de 100 mierones durante un periodo de me-
nos de dos segundos a irradiacién ultraviolets en ls cual
la energia a 2537 unidades angstrom estd comprendide entre
12500 y 32000 microvatios por eceniimétro cuadrado.

69.,- Mejoras de acuerdo con la reivindicacién 5,
segin las cuales la temperatura del medio durante l& irra-
dimeién ultravioleta esté& comprendida entre 30 y 429¢. ¥,
preferiblemente, entre 35 y 409C.

72— Mejoras de acuerdo con cualquiers de las rei-
vindicacidnes precedentes, segin las cuales la incubacidn
con formaldehfdo a una temperatura elevada se realiza em-
pleando formeldehido s una concentracién comprendida entre
123000 y 135000 y la‘temperatura se mantiene entre 30 y
429C, durante dos a seis dias,

82.~ Mejoras de acuerdo con las reivindicaciénes 1
¥y 2, segln las cusles la incubacién a una temperatura ele-
vada se realiza é 30-502¢, durante dos a veinte dias y, pre-
feriblemente, a 35~40§C.7durante tres a diez dias,

98.~ Mejoras de acuerdo con cualquiera de las rei-
vindicacibnes precedentes, segdn las cualesg el medio acuoso
que contiene el virus de poliomielitis wvivo tiene un titulo
de poder infeccioso de por 1o menos 10~ con respecto a
cada tipo de virus de poliomielitis presente en dicho medio,

1092.~ Mejoras de acuerdo con cualquiere de las

~34 -
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reivindicacidénes precedentes, segin las cusles el medio acuo- ,;
80 que contiene los wvirus de,pblienielitii vivos o parcisimente .
miertos se somete a un tratamiento de filtracién bacterians

¢ a un tratemiento de pre—éaientamiento a 46-52ﬂ0.kdurante.un

periodo de cinco minutos & variss horgs antes de someter el
medio & irradiacién ultravioleta y también antes de someter
el medio a calor més formaldehfdo o & calor. |
112.- Nejoras de acuerdo con cuslquiera de las rei-
vindieacibnes precedentes, segin las cuales el Proceso se reg@e
liza en un medio aecuoso que contiene virus de poliomielitis
vivo del tipo 1, en un medio acuoso que contiene wvirus de
poliomielitis vivo del tipo 2 y en un medio acuoso que contie-
ne virus de poliomielitis wivo del tipo 3 ¥y las vacunas re-
sultantes se mezclan despuds para producir un producto para
vacuna capaz de inmunizar contra los virus de poliomieliitis
de los tipes 1, 2 y 3, |
122.- Mejoras de acuerdo con cualquiera de Las rei.
vindicacidnes precedentes, segin las cuales uns Pequena can-
tidad de un agente estabilizedor, tal como cloruro de bence-
tonio,VSe ineorpora gl producfo para vacuna,
132.~ Mejoras introduecidas en el objeto de la Paten~
te principal ném, 227.679.
Tal y eamo se ha deserito en la Memoris que antecede,
¥ para los fines que se han especificado.
Esta lMemoria consta de treinta Yy einco hojas escritas g

méquina por una solsg cara,

wearia, 12 JUN.1956 |
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