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El presente invento se refiere & un procedi- j
miento pare la produceidén de veacunes de depdsito con un buen |
poder impunizador y un efecto proteetor extraordin&riamente
largo compereédo oon las veacunas antes oconocsideas.,

El objeto de l& vaounaoidn protectora es el de!
producir une inmunided ocontre& enfermedades lo mds perfecte y
duradere posible, Oomo este objetoc no puede eonseguirse ocon la
multitud de veocunas disponibles, el mejorer la ocelidad de la va
ouna s un problema que desde hace mucho tiempo se treta de re
golver. A8i se he intentado ya mejorer la durscién del efecto dj
las sustenocias inoouledss gruoiss & la asdioidn de otras sustan-
clas diffoilmente reabsorbibles, En este sentido se hen produei
do emulsiones de &oeite mineral y suspensionee de antigeno, las
ousales, s8in embargo, al emplesrse oomo vaocunas hah conduocido en
un ndmero demasiedo grande s la form&oidn de neorosis. Se han
agregado y& tambidén a las vaounss hidréxidos metdlicos coloida-
les, Con estos se han logredo ciertamente algunes mejorss en
6l efeoto, pero no han resultedo reproducibles en forma regular,

Ahora bien, se he descubierto Que se obtie-
nen vacunes de depdsito ocon un/ggggi ipmunizador y eon uns
accién protectore extraordinearismente larga, comparsade con la
de las vaounss oonooidee ocuando un virus, un antfgeno baoterial
o une toxina produoide por bastecrias o sus productos de inaotiyﬁ

0idn, se mezolan aon un substrato tolerable pare el ouerpo huma

no y el animal, absorbente y que posee unse superfiocie molar de-

finide y reproducible de uncs 4¢.0CO hasta unos 80.000 m2, con
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un medio fluido indiferente y con susteneias adicionales parsa
sjustar el pH, la presidén osmética y la viscosided de la vaou- |
na, en tales proporeiones que en 1 ml de la vecuna existan :
aproximadamente 106-109 de partfoulass de virus o baoterias o
50—500 unidsdes de flooulacidén de toxinae o de toxoide y una
cantided del substrsto gue posge& une superficie de unos 2-20
m2, y luego la mezols de rescocién se mueva meoénica e intensa-
mente & una temperatura de unos O-3(C€C, preferentemente de unos
4-8%C, hests t&nto que se haya establecido el egquilibrio de
adsoroeidn,

sustaneias, pars el prooedimiento del invento:

a)

bj

o)

Como antigenos pueden emplearse, entre otras

Todos los virus; preferentemente todas lass cepas del vi-
rus de la influenza, especlalmente lus cepes A/isia/l/57,
PR8, B/Berlin/7/55, A'/Ingleterra,/19/55, i’ /Duteh/56 y
las demds oepas dsl grupo de la influenza;’los virus de
las parétidas o pajeras, ocepsa vEnders»; el virus de la&
poliomielitis oon oepas de todos los tres tipos; el vi-
rug del afta y glosopeda; los virus del grupo ECHO, espe
oislmente el ECHU 9; el grupo de Coxsaockie y el virus dey
sarampidn;

todos los antigenos bacterisles, pasrticularmente el Sal-
monells typhi, las baoteriss de la erisipelsa, la drurce
lla abortis Beng. B, HEmophilis pertussis y las baote-
rias de le tuberoculosisg;

les toxinas y toxoides de las baacterias del fdtano y de

leg difteria y de otras baoteriss,




10

15

20

25

| del mismno tratada ocon eritroocitos ¥ que se ha de ensayar, El

4.-

Ls prédotioa del invento se simplifiea por el

hecho de que se ha desarrollado un nuevo método pera la deter=-

minacidén ousntitativa y oualitativa de los virus y baoterias
hemaglutinantes y en relacién con esto, tembién un nuevo méto- .
do pare la determinsoidn de la ooncentracion en antiocuerpos, Esv
ye sabido que la concentraocidn de estos virus y baoterias, ain
ouando ocon grandes lfmites de error y oiertes limitsciones res
pecto & les oleses de las bsoterias, puede determinarse por me-
dio del fendmeno Hirst, esto es, de la hemaglutinaocidn [ﬁirst,
G.K,: J. exp, Med, 75, 49 (1942)1. En la ejecucidn préotioes del
nuevo método se procederd determinandio en muestras separsdas de
ensayo los valores oceraoterIsticos de les relesciones entre la
extineidn luminosa de suspensiones de eritrocitos y su conteni-
do en eritroecitos aglutinedos, poxr un lado, ¥y por otro, las
releciones entre el mimero de eritrocitos asglutinados y lea aglu
tinaocidn equivalente e ella, de los &gentes hemaglutinantes.
Mediante la ocombinsecidén de los resultados asf obtenidos, resul- |

ta posible determinsr el contenido de virus en la suspensién

nuevo método tiene la ventaja de que 8l reslizar el test de la
hemaglutinacién se tienen en ouenta le diversa ocepsoided de reag
0ién de los eritrooitos respecto & los agentes hemaglutinantes y

la regulerided ocuantitative de ls trensformacién entre hemaglu-

tinina y eritrooeitos, de menera que se suprime la fuente prin-
cipal de errores de los métodos antes oconocidos y se aumenta
la exsotitud de las medioiones & un campo de errores de proxte,

ae ¥ 14,
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de diversos dxidos de saluminio gue s2 hsn obtenido eon diversos

5."

fomo substraetos adsorbentes en el sentido del

invento se emple&n &quellas sustanciass que son tolersbles para

el ocuerpo humano y &animal, gque poseen uns superfloie molar de- ;
finida del orden de magnitud ocitado y que pueden obtenerse con ;
egte superfioeie molar de un modo reproducibvle, Preferentemente‘
se emplean 4éxidos metdlioeos que pomeen las propiededes antes ind
diocadas, A estos pertenecen paertioularmente loe éxidos de los
metales tolerables por el ouerpo humano y animal, por ej. los
8xidos de aluminio, circonio, muagnesio y hierro. Han dado los md
jores resultados pare los fines del invento los preperados del
éxido alumfniocc que se obtienen por el método desorito por Pric
ke y al. en #Beritohe der Deutschen Chevischen Gesellsochaft»,

p. 2318, 1935. por deshidrétacidn de oxhidrato de aluminio, de

la hidralguillite, bauxite o el hidrdxido de sluminio, a tempers

turaes de 300-10008C, Preferentemente el prooedimiento de deshi-
dratecidn se realiza de modo que el produsto final se obtenga

en la modifiescién odbioa, esto es, en la forma gamme, que se |
presta en-exaelente grado para los objetos del invento.

El Cuadro 1 siguiente presents las superfiocies

tiempos y temperaturas de calefeooidn, ELl osgl or molar de la di-
solucidén constituye una escala pare la superfioclie molar de los
correspondientes Sxidos de aluminio., El oonoepto »Superfiocie

de los substratos» significa en el sentido del présente invento
la sume de las suberfioies de las partfoulas primerias que for-

man los substratos,
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Cuadro 1l:
Durscidn calefasaoidn
(horss) 6 2 6 6 )
Temperatura des- }
hidrsteocidn (2¢) 500 600 600 800
Calor molar disclueidn ’ ’ RI '
(kxo8l) 110,8 |110,0 |[108,3 106,9
ggnsid&d peartfoulas . ' R )
(a) 23,7 26,4 30,8 : 40,6

Sugarfio'e ; ‘ ‘
(m* x 10%/mol) 69,4 62,3 | 51,7 40,5

La indicsaoidén anteriormente hecha de jue el
subgtrato contenido en la sustancis de vaounacién posee uns su
perficie de unos 2-20 m? por 1 ml de sustancie incculagble sig-
nifiecs, transformado en unidades pondersles y emplesdo en el
oces0 de los substiratos incluidos en el Cusadro 1, que la susten
ola inoouleble o vacuna contiene proxte, 5-20 mg de estos subs
tratos por 1 ml, La sustancia adsorbente posee, en el procedi-
miento segun el invento, Unicamente ls propiedad de un subs-
trato que pessjeramente adsorbe el sntfgeno y por consiguien-
te impide su reabsoroeidn prematura por el ouerpo, La naturale-
za del substrato, presoindiendo de la propiedad edsorbente ne
oesaria pare oumplir el oometido citedo y de su reproducibilidsd,
carece de importanoia para el proocedimiento segun el invento.Sar
prendentemente se ha oonmprobado que el proocesc de adsoroidn de
los entigenos en los substretos es reversible, También se he oom

probado que para la adsoroidn de los virus, antfgenos y toxoided
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en loe substretos adsorbentes tienen validez los mismos prineci
plos que por Freundlioh y &l, (Xspiller-Chemie, Leipzig 1909,
p. 152 s8.) se comproberon pare le adsorcién de sustencias de
bajo psso moleculsr.

Como medio fluido o lfquido se emples pre-
ferentemente sgus, rere le obtencidén de disoluciones inyeotsa~
bles es el ggua desde hace lurgo tiempo el medio ususal de di-
lueidn,

La vacuna debe ajustarse de tel modo en su
pH y en sypresidén osmétiocs que se reciba por el ouerpo humano
v el animal sin fendmenos seocunderios y ademds, el antigeno
contenido en la vacuna y el procecso de la adsorcidn no se afec
ten inconvenientemente.

El pH de la veouns debe eon preferenoia
ser de unos 6 & 8 y la presidn osmétioca debe ser isotdéniocs ocon
el tejido, El sjuste del pH y de la presidén osmétios se reali-
za del modo oconooido mediante sdicion de sales, como cloruro

rimerio
sédico, fosfato potdsioco/y fosfaeto sédico seocundario. En muchos
oagos conviene dotar a la veouna de une visoosided elevada, Es-
to puede logrerse por &dicién de sustancias slevedorss de la
viscosidad & la vacune, Segun a2l invento se emples preferénte-
mente una gelatine purificade y obtenide de cuslquier gelati-
na inioial, preferentemente de gelatins en hojeas, mediante ola
rificscidén de la albumine y filtracidn por el método de Szig-
mondy.

El ajuste del equilibrio de la sadsorcidn

86 realisza gracias & un movimiento meodnioco intensp de la mez-
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cle de partide para la vecune. En la msyoriea de los oasos pars
sonseguir un equilibrio en la sdsorocidn baste seaoudir endérgiocs
mente la mezola de partide durente unos 20 minutos o egiterlsa |
intensemente, No perjudios neda un movimiento meoénioco més lar
g0, pero no eonduce & ninguns mejora una vez gque &6 ha oonse-
guido el equilibrio en la adsorecidn,

El sigulente Cueadro 2 contiene ejemplos de
la composioidén de vaouna de depdsito de éxido de aluminio gem-
m8 y virus de la influenza, En la columna 2 se indice ls ocon~
centraoién del adsorbente en g/100 ml, en la8 columna J la &u-
perficie en m2 del edsorbente existente por oede 100 ml de vea
ouna, L& colunne 4 sefisla la concentracidn de virus momentédnes
mente existente por ml de vaouna, expressds en unidades del ocon
tenido de virus, En la colunna 5 se sefisla lg oéntidad de virus
sdsorbido por m® de superfiocie del adsorbente, expresads en uni
dedes ocusntitativas de virus,

En une perie de ensayo8 equivalentes se oom

probd gque les magnitud de la centided entigeno adsorbide por m?
de superficie del adsorbente es la magnitud decisiva para la
efiogoia de la vaocuna de depdsito, El concoimiento de los velo-
res seflelados en la columna 5 permite, por tanto, prever de an-

temeno le bonded de les vacunss y su reeultado inmunizador.




10

15

2C

9;"

Cusedro 2
Vaouna | Adsorbente | Superfioie T Unid. oon, Unid. ocusn: !
en 100 ml 100 ml | por 1 ml ads, por ﬁ{} |
1 1,88 g ; 1148,8 n? 5,000 we |
2 1,88 g 1148,8 n? 2,500 217
‘3 | &0 g 1222,2 mf 960 78 %
4 2,0 g 1222,2 m® i 1.660 135 z
i J

En el ocsBo del éxido sluminieo gamma se &sgregan
preferentemente 0,015-0,22 g por 1 ml de vaoune,

En los ensayos se adsorbleron en el intervalo de
2 a 3 dfas despu€s de la inyeccidn unos 30-67 % de la sustan-
cla adsorbente inycoteda (Uxido slumfnico gamme), Despuds la
cantidad del sdsorbente en los depdsitos formados en el ocuerpo
se mantuvo aproximedsmente constante durante un tiempo de o0b- |
servacidn de unos 30 dfass.

Tartiendo de los 6xidos de aluminio, ouya superfi
cle molsr es conocids, puede determinarse la superfloie molar
de otros substratos hestashors no medidos, oomperando por ambos{
lados las cantidedes &dsorbides de virus y deduciendo de ello
la superficie molar de ls sustancis que se ha de wvalorar mue-
vamente,

4l investigur las relaciones entre la estructura

de la vaouna de depdsito y la uotividad de le misma, se ha oom

probado que esta activided de la vacuna de depésito depende
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de loe siguientes faoctores:

1. Del velor de la cantidad de antIgeno adsorbida por
m® de superficie del adsorbente; |

2. Del volumen de la vaouna inyeotada; §

e De la consentracidén del adsorbente cargado de ant;r‘
geno en la vécuna ¥y que el factor sefielado bajo 1, influye en
el mds alto gredo,

La composieidn mds favorsble de la vacuna de depdsito
puede detexrminarse de modo smencillo, bien directamente, ocom-
probvando la formsoidn de entiouerpos en experiencies con anims.
les, bien determinendo la marche de la resbscxdoidn de los an-
tfgenos en dependencia de la estructura de la vacuna de depd-
8ito.

Empleando las vaocunas de depdésito segun el invento se
hece posible por vez primers reelizur una dosifiocamcidén exaota
y perfecota de l& reabsadoidn de los antiIgenos procedentes de
les vaocunas de depdsito, Se puede, por ej, oaloular de anteme~
no el valor de la reabsordeidén del entIgeno despuds de 10 dfas,
por ej., de la inooulacidn, Con los medios hesta shora conoci-
do8 no es esto posible,

La esotividad de les vaounas 68 reprodusible, esto
es, las vaocunas que en diversas oargas se obtienen por el pro-
cadimiento seiisledo, presentan précticamente la misma activi-
dad, Esto, ocomo ya se hs dicho, no oourrfa ocon las preparacio-
nes hésta shora gonocideas,

En las vaounas de depdsito del virus de la influensza

PR8, uns ocompsracidn de las vasounas 8sf estructuradas ocon las
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vaounss existentes en el ocomercio y que contienen igual cantid&

¥y olase de antigeno y que, como materisl de depdsito, llevan |
hidrdxido de aluminio, ha demostrsdo que las prineras provosan
en el engssyo de los cobayos une Tormasidén de antiocuerpos 4.000 |
veces mayor y que esta se mantiene tambidn durante un tiempo
esenoia lmente m#s largo.

Como ventaja espcoial de la clase de vaocunas de-
sarrollads dene geflalarse el que, para obtener ls inmunidad,
80lo requiere un minimo de entigeno, rrecisamente, trutédndose
de veounss (pardlisis espinal infantil), en las que todavia no
se ha resuelto satisfactoriamente el problema de la oompleta i -
nastiveocidn del antIfgeno, ha de ofrcoer vemtajss introduoir en
la inyeocidén una ocantidad de sntigeno lo més pequefio posible,
pues &si serd mInima la probabilidad de gue se presenten per-
juioios o molestias en la inyeccidén, Otre ventaja de las vacu-
nas de 4xido aluninieco gemma, frente & los prepsrados que con-
tienen hidrdéxido aluminico, se halla en que el 4xido elumfnico
gamma puede obtensrse en estado esenciaslmente més puro que el
hidréxido slumfnico impurificado siempre ocon trazas de iones
-extraiios, Con tolerancia iguslmente buens del &xido slumfini-
6o pera la persona inyectada se podrdn por tanto comprobar de
mejor maners las vsounas oconteniendo Sxido aluminioco gamma en
el ensayo con &nimales o en el oultivo de tejidos, pues queda
suprimida tod& perturbacidén o malogro del ensayo por la presen~
cla de iones extrafios (partisculsrmente iones de amonio).

En el dibujo adjunto la figura 18 presenta el
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desarrollo temporel de la formaocidn de antiouerpos después de

le inooulacién de oobayos aon veounas de 6xido slumfnico gemma

y &/Asia/1/5%7. El ocontenldo de antiocuerpos se refiere & la |
conosntracidén medidae fotométriocamente de los antiocuerpos gue

espeoificemente impiden labemaglutinecidén del virus A/asis/1/5%

*

En oods ensayo se iunyeotd por una vez 1 ml 8,0,

En diocho dibujo se ha consignado en l& aboi-
sa A el tiempo en dfses,

En la ordensda ¥ se ha insorito el contenido

de antiouerpos,

Leg indiosoiones de l&s curvas pe refieren &
los enssyos mencionados en la table 3,

Pare el experimento 4 se utilizé vaouns-~Adsor-
bat comprads,

En el Cusdro 3 se he indiesdo la oomposiocidn
de las vaocunas que se emplearon pars los ensayos ilustrados eni
le figura 18, |

Cusdro 3

Engeyo Adsorbentes g S Superficie/ Contenido ouent.virus

100 ml (V.1.)
1 Anzo'.a?( 1,05 640,5 1400
2 QS Y 0,75  457,0 700
. ¢
.3 - - - 700

4 Al(OH)gar 0,4 desoconocida 2000
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| debe oconfiderarse oomo vaoung con la carga déptimg super- ficial

L A

S 2 L

. l
-

De las ocurves de dicha figura 18 se¢ deduoce
que por la sdiecidn del éxido eluminico & la suspensidén de virus
se llege a una formaocidn de anticuerpos esencislmente mayor en
el ensayo ocon animales, oomo se desprende ocomparéndo los valo-
res del ensayo 1 y 2, en los que se emplearon vaounes de depd-
8ito oon los valores obtenidos en el ensayo 3, en el que se in-
veotd la misma oantided de virus que en el enssyo £ sin la adi-

0ién de materisl de depdsito. La vaocuna sefialada en el ensayo 1

del adsorbente con virus,

Los resultados obtenidos en los enssayos
ocon animales se han comprobado mediante ensayos en el hombre,
El Instituto Roberto Xooh ¢e Berlin, Alemanisg inoould 80 hombreé
con una vacuna de éxido aluminioco gemma preparads por el prooce-
dimiento indic&do y que contenia el virus-i/asia/l/57. Ninguna
de les personas inooculsdas presentd fendmenos secundsrios en el
gentido de necrosis loosles en los tejidos etoe, en el punto de
la inyeceién, o en el sentido de una afecoidén general. Ninguna
de las personss inoouladas enfermd de influenza., A intervalos
de tiempo escalonedos se tomaron muestres de sangre y se deter-
wind fotometriosmente el eontenido de anticuerpos que impiden
especffiosmente la hemaglutinacidén del virus i/Asis/1/57.

En el dibujo oorreapondiénte & la figurse 2&
ge presenta el valor medio de los oontenidos de antiouerpos com

probados en los ensayos clinicos psra las 5 olases siguilentes:

Clase 1: 1l.- 10 dfas despuds de la inooulaoién

» 2: 1l,- 20 »
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Clase 3: 21,- 30 dIess despuds de le inooculacién
" 4 él.- 50 ”
»  5: 5l,- 90 "

Enwdicho dibujo se ha oonéignado en la aboisa A el
tiempo en dfas despuds de la veounacidn,

En le ordenade B se ha indicado el velor medio de
los valores del ocontenido de antisuerpos.

Por persona se inyectdé por una sole vez 1l ml de va-
cuna 8.0, o8 valores titulados obtenidos oon los prepseredos
segun el invento se encuentran por término medio més de 20 ve-
068 por encima de los que por la literastursa son sonocidos pars
otras veounas que contienen la misma cepa de virus, Como segun
lag investigeociones de 3urnet, existe une relaoidn entre el de-
sarrollo de los8 titulos de antiecuerpos y el grado de l& oapsaci-
ded de carga de le inmunidad, de aqul puede deduscirse que la
vacuna preparada por el procadimiento desorito provoee unes in-
munided esencialmente mayor y de duracidén esencialmente mds lar
g8 que las otras vaounas,

El procedimiento empleado tiene ventajas especiales
al tratarse de aguellas oleses de antfgenos, en las que antes

de elaborarse en vuaounas, se requiere inactivar el antigeno,

| por ej. &l traterse de vaounas ocontrae los tres tipos del virus

de la poliomielitis, Toda inastiveocion conduee & estropesr la
antigeneidad. El procedimiento segiun el invento permite llegar
por dos viss & soluciones nuevas vent&josasg:

1) En el oc&so de la poliomielitis resulta espeocial-

mente difiocil, ocomo es sabido, insetiver luas suspensiones de

B S U
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virus del tivo I, particularmente de la cepsa ilahoney, mientras
que, tratandose de otras oepes, no son tan greéndes lss difioul ;
tades, Copn los valores titulados hasta shora obtenibles de los :
antiouerpos no se puede conseguir proteger entre si efiocazmen- |
te los diversos tipos de antigenos. Los preparsdos segun el in-
vento permiten logrsr oconcentraoiones més elevadas de &antiouer-
pos, en las ouales los anticuerpos especificos de un tipo pue-
den también inespecfficamente protegerse contra antigenos de
otro tipo. La oconsecucién de valores elevadfsimos en tftulos
de anticuerpos ocon un tipo, ocuya insctivecidn se hé de resol-
ver perfeotemente, abre la posibilidad ae eliminar de la vaouna
los tipos de antigeno que en la inaotivaoidén son diffociles de
manejar, sin que por ello se suprima la &coidén protectora con -
tra el tipo suprimido, |
2) El n¥mero de partfoulss activas de virus
que quedan en una suspensidn de antIgeno desruds de la inaocti-
veoidn, es, entre otreg oos&s, une funcidn de la ooncentracidn
de virus., En el oemso de la poliomielitis es sabido gque pars 1o
grer une infecoidn se requiere cierta concentrscidén minima en
pertioulas asotivas de virus, Sirvidndose del procedimiento se-~
gUn el invento puede eleverse el oaraoter inofensivo de la va~
ocuna esencialmente por el hecho de que se aproveche de antema-
no el efeoto méximo del aumento de accidén del antigeno y se
emplee en la veouna menos virus, de suerte que la ocantidad ds
los virus eventuslmente escapados & la insotivacidn sea tan pe

quefia que y& no baste pearé obtener una infeccidn,
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Ejemplo 1l:

1,88 g de éxldo alum{nioo-//} que durente dos horas se deshi-
draté a 600%C y que por taﬁto poeee uns superficie moler de
62.300 m®, se pesaron e introdujeron en un frasco sacudidor. 4
continuecidén se esterilizd ocon eire ctliente, Ahore Se &gregs~
ron 50 ml de uns suspensién de virus de influenza PR8 que po-

sefa un ocontenido de virus de 10.000 V,G. y una tempersturae de

48¢c. 4 oontinuesidn se agregaron 50mlde unse disolucidén de gele

tina que aontenfa 3 g \ de geletine en hojas, referido & su pe-
so antes de la olarifioesidn, La disolucién de gelatins era es-
tdril y posefa una temperature de 4%#C, La mezcla se sgitd en
una mdquina vibresdorae durente 20 minutos y despuds de eonserve-
da durente 24 horas a 4%C se utilizé oomo vaocuns,

El 6xido alumfnieo-)  existente an la vacuna

.

| posee una superfiocie de 1148,5 m® y la conocentraoidn de virus

en la fase aouos8 ds ls vaouns es, entes de inicisarse la adsor-
oidén, de 5000 V.G, Mediante la isoterms de adsoroeién de Freun-
dich se obtiene pare el valor de la superficie de la eantidad
de virus sdsorbide por m? del edsorbente, el valor de 434 V M/
m?, coinoidiendo el velor asf oeloulsdo con el encontrado ex-
perimentalmente,

Ejemplo 2:

Se sigue la mismae marcha de preparasocién, por
eJ. oon la variante de gque la concentr&eidén de virus en la sus-
pensidn egregada de este ses de 5000 y entonoces se obtiene una
vacuna en la que se adsorben 217 V.M (unidades ponderales) de

virus por m2 de superficie,

|
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Ejemplo 3:
750 mg de &xido alunfnico gamn& eon une superfioie molar de %

i

62,300 m2 se megola con 100 ml de une suspensién de virus A/Asiﬁ
/1/57 que tiene un contenido de virus de 144 V,G. Despuds de ;
une sgiteocidn meodnics dursnte 30 minutos a 48¢C, se ajusta el I
equilibrio de sdsoreidn, Ahora ls oonsentrsescidn de virus en la
fase aouosa de la veocuna es de 40 V,G, y la cantidsd adsorbide
de este es de 140,000 unidades ocuantitativas de virus, lo que
corresponde & una oarga del adsorbente de 15,3 unidades ocusnti-
tetivas de virus por m2, La veouna posee un oontenido de oloru-
ro sddico de 810 mg/LOOml, ocontiene 24,1 mg por 100 ml de fos-
feto sédico primexic y 24,1 mg por 100 ml de foefeto potdsico
seoundario y tembién 0,5 g por 10C ml de fenol, El pH es de
6,9, La molarided totsl es de 0,14,

Ejemplo 4:

Une suspensidén de virus de influenza PR8, que tiene el conteni-
do de virus de 4230 V.G, setrete con 6,8 mg de bidxido de oir-
conio. El volumen de la mezela es de 10 ml, Despuds de ajuster
el eguilivbrio de le adsorcién, la oconcentracidn de virus en

la fase aocuocss es de 289 V.G, e edeorbieron por consiguiente
1510 unidades cusntitativas del miasmo virus. Por mg de bidxi-
do de circonio se adsorbieron Unicemente unas 192 unidades ouan
titatives de virus,

Ejemplo 5:

5O mg de Sxido aluminico geumma con uné superficie molar de
62.500 m? se mezolan con 10 ml de una suspensidn de virus de

pardtides de la cepe Enders, que posee un contenido de virus
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de 420 V,G, Después de ajustar el equilibrio de adsorcidn, la
oantided de virus adsorbide es de 1948 unidaedes ouantitatives
del virus, esto e®, se edsorbieron, por m2 de superficie del
adsorbente, 65,9 unidsdes ouentitatives de virus,

Las veounes obtcnides segun el invento pueden
convertirse en preperedos secos8 eliminendo ocuildadossamente el
medio lfquido contenido en ellas., Le eliminacidén del medio 1li-
quido se realizs preferentemente por el mé€todo de seofdo por
congelacidn, Se ha comprobado de modo sorprendente que los pre
parados secos 881 obtenidos no solo son bien inalterebles y os
races de conservacidn, Sino que también, al oubrirse con la
oentided de sgus nececsg&ria, pueden convertirse nuevemente en
la veoune oon les propledudes exoelentes anteriores. El equili
brio de adsorcidén se oconsigue 8in mds muevemente en las disolu-
olones obtenides de los preporados secos. Bl invento graoiss 8
la posibilidad de produecir prepasrados secos inalterebles aptos

pers el almsacenaje y remesa, ofrece ventajas muy importantes,
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THOEE R ST o IR S S BE N2 M B ox

Le presente patente de Invencidn somprende les
siguientes reivindicsciones:

' 1.~ Proocedimiento pere la producoién de vsounas
de depdsito, osracterizado porque un virus, un sntfgeno bacte.
riel o un antfgeno producido por baeteries, un substreto tolera
ble por el ouerpo huméno y del animal, adsorbente y que posee
unse superficie.definida ¥y reproduocible de unos 40.000 hssta
unos 86,000 m2, y un medio indirferente lfguido se mezelan en
teles proporciones que en 1 ml de la& vaouns existan aproximadg
mente 106 - 109 partfoulss de virus o basteries o 50-300 unida-
des de flooulecidén de toxine o toxolde y uns oentided de lsa
sustaneis asdsorbente con uns superfioie de unos 2-20 ma, y lsa
mezole de reaqoidn se remueve luego & une temperatura de unos
0 & unos 5000, preferentemente de unos 4-82%C, intensivamente
por via mecéfiice hesta tanto que me haya ajustado el equilibrio!
de la adsoreidn.

2,~ Proocedinmiento segiun lo reivindioczdo en el

punto 1, caracterizedo porque se emples agua oomc medio liquido
vy la veouns se ajusta & un pH de unos 6-8 y una presidn oeméti-
o8 isotdnies oon el tejido.

‘ 5.- Prosedimiento segun lo reivindicado en los
puntos 1 y 2, oarsoterizado porque oomo sustencis adsorbénte
se emplea un dxido alunfnico con superficie definide y reprodu
oible, preferentemente un 8xido sluminico gamme que posee una

super ficie molar de unos 40.000 heste unos 80.000 m&,
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4.~ Proocedimiento segun lo reivindieado en los
puntos 1 & 3, cerscterizedo porque ocomo material de pertidea se
emples un virus de influenza y la vaouna se compone de modo quel
en 100 ml de la misma veocuna existan aproximsdamente 0,5-2 g de
8xido slumfnico gamme con uneé superfiecie molar de unos 40.060
heste wunos 80,000 m& y esproximsdemente 1091011 de partfoulsas
de virus,

5= Proocedimiento segun lo reivindiocado en los
puntos 1 & 4, o@r&oterizado porque el médio liquido contenido
en la vecune de depdsito después de esitablecido el equilibrio
de la sdsoreidn, se evepora en condieciones susves y el prepa~-
raedo seco 88f obtenido, dado el oeso despuds de algun almacens
je intermedio, se convierte de nuevo en la forma de una veouns
inyeoctable de depdsito graciss & incorporerle la ocantided oel-
culade del medio lfquido,

6.~ Procedimiento pere la produceidén de vaounss
de depdsito.

Segun se desoribe y reivindioa en la presente
memorie desoriptiva y se ilustra oon los dibujos gque & la mis-
me se acomps&fian,

Conste este memorisa de veinte hojas foliadss

y esoritas a mdyuine por une sola de sus osaras,

Medrid, a liida Margo de 1958,

-
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