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L... Esta, invención, se relaciona con la.produoción de substancias"

-intermedias.para vaounas y más particularmente con la provisión de un 

-producto intermedio para vacunas para la  producción de uná vacuna que 

.puede ser ú t il para conferir un grado de inmunidad contra e l resfria ­

do común. "... . y - - -

,. . - Hasta ahora- no ha sido posible cultivar de modo práctico é l v i ­

rus del resfriado común in v itro . 5 ' ''

Se ha descubierto ahora que el virus del! resfriado oomún puede , 

cultivarse in v itró  bajo ciertas condiciones.qué.parten de las nor­

malmente empleadas para el. cultivo de virus en las células vivas. .

-i.,-- .. . El cultivo de este virus es particularmente deseable por cuanto 

puede., proporcionar la  base de una vacuna inoculable; que confiera un . 

"grado de intnunidad- en e l sujeto inoculado contra .el resfriado común, 

í * '* Se ha descubierto que el cultivocbl virus del resfriado! común

se controla) por lo  menos, en,sus .fases.iniciales,'&edianté la  elección 

 ̂de las particulares condiciones de temperatura y pH' que difieran "de- 

las normalmente empleadas para, el cultivo.del v irus."

) se* ha observado " que -el virus del resfriado común obtenido 

directamente del hombre debe incubarse) en tejido del riñón.,del. mono,, 

o células o tejido del riñón del! embrión,:humano, ..a una temperatura in 

ferior-a  la  que en otro oaso pudiera considerarse y en un orden más

estrecho de valores de pH. * - ! - : ,r- ' "  .......

En- consecuencia la  invención proporoioná un proceso para la  

producción "de un material que pueda usarse como intermedio de una va­

cuna, o para' fines!experiméntales,.-en"eí - cual se inocula un'medio s a li­

no .adecuado' para' é i  cultivo dé- tejidos y .'que contenga, células o!.'te jido 

vivo de .riñón de mono o tejido o* células vivas de riñón de embrión '; ' 

humano con material que contenga por lo  ménos uña raza de virus del 

resfriado común humano y tras lo  cual se incuba e l medio,a una tempera 

tura de 3Ó a 36SC, a un pH d e 6 ,4 a 7,4, hasta que-el v iru sse  haya '
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J ' multiplicado muchas veces en el medio.

i'r La fase de la  incubación de he llevarse a cabo con relativo mo

"" vimiento del medio y e l tejido.o las células, preferiblemente agitan­

do e l recipiente que contenga aaquellos, 

i " Preferiblemente e l pH estará comprendido entre 6,4 y 7)2 y más

; preferiblemente entre 6,8.y .7,2.-*- . ..... - .

} El medio salino empleado será preferiblemente uño ..que sea subs-

h tancialmente isotóñico, porejemplo e l medio 199 de Parker, o como e l 

1 ,medio salino de H í^_fOrtificadó.por ejemplo con una. pi^porción.de ün- 

- hidrosilato enzímico de lactalbúmina. ..'"1

! - " . En cualquier caso e l 'medio empleado debe, ser ta l que soporté 

! el-desarrollo in v itro  dé las.-celulas :ó tejidos animales vivos. .

 ̂ . ;E1. virus infectado Obtenido directamente del ,hombre puede* conse-j-

guirse por e jemplo,, [tediante lavado nasal o gargarismo. Los. lavados o 

productos del gargarismo puedencontenermicroorgánismos extraños y 

se^oónsidera. muyípreferible-que el; medio de cultivo conténgauno o ' 

-mas-antibiótioos.que los exterminen. Es por,consiguiente preferible 

"usar; Un -medio que contenga. adecuadas proporcionés dé penicilina y es- 

ifreptómi'cina .y' un adecuado agente antifungicida ta l como" iálmic.osta- 

tina... ' ' .. "r.-''"':.''-'-'* - ...  ̂ *

ñ'qqf*ñ.-El--mat.erial de células o -tejidos .de animal vivo del cultivo será 

préfériblementéjeñ forma .de 'uná .sola capa de células que se desarro- 

J" lien  en ' lá sólucíón sáliñá."" Le.hí .̂ descubierto que por-lo que respete 

. ta .a l menos a la  . mayoría ' de . las- razas del virus del resfriado común,' 

se obtienen.los mejores.resultados cuando las .células proceden.de los 

. riñqnes .de embriones.-humanos , obtenidos mediante histerotomías de mu­

jeres en' periodo de gestacién de .-trés .a. pin'o'o' meses. ...Se ha. 'comproba­

do qué....cier.tas.-razas del* virus del resfriado'.coáún'se-reproducen ha jo 

las condiciones antes.mencionadas cuando las células o tejidos,seh:ui 

obtenido de los riñones dé-moño, por ejemplo de la.especie Macacus, .

3
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1 tales como los monos Rhesus y Cynomolbus.

. j{ - .. . Es muy de desear la  posibilidad de estudiar los. preparados de vi.

q ;̂-_rüs 'producidos de; acuerdo con la  presente , invención á. f  in de ensayar.

, ¡ '.la relativa, potencia de preparados producidos bajo variables condicio, 

nes en, el'"trabajo experimental'.. "Es también deseable disponer de .un 

.método ta l de ensayo que pueda emplearse como, control en la  fabrioa- 

} ción de una vacuna o producto intermedio', .de ella.'- l',..

.. í ,;...,. Se ha . descubierto ahora- que el efecto oitopátioo producido por- 

partículas'activas del virus del resfriado común,tras.su incubación"

' con células de -animales vivas en"-un' medio, adecuado proporciona Una 

."..'.L.forma de ensayar la. potencia deun'preparado determinado. Cuando la  

incubación se lleva  a cabo de acuerdo con las condiciones de la pre- 

- sente in ven c ión e l efecto citopático de" partículas infecciosas del ' 

virus detei'mina la foimáción ,de,placas ' (denominadás, -también lesiones 

focales) que son fácilmente observables al miroscopio. Después de ... 

^cierto;periodo.de incubación, empiezan á aparecer placas.en 1¿ capa 

de células como resultado de. la acción de-partículas individuales e._,

- .Infecciosas de virus con la  que se inoculó in icialmente e l cultiyo.

; fastas placas se denominarán placas primarias a efectos de la  presènte 

descripción. Durante. la  .incubación las. propias células producen' ulte 

.. .rio'res cantidades de virus que en .'el','.' cur sc o del tiempo, se ' esparcen poi - 

toda la capa .de células, .'dando lugar a lo que se denominan placas .se- 

1 - - - ' . . ' , , - - Como. se ..comprenderá és .sólo e l numere de placas primarias 

lo'que regularmente representa e l gradó; Idá-poteñoi'á." dél preparado del

- .' I  Se comprenderá cue .no;.'todas las razas de virus del- resfriado co 

"*'múnl'Be..d^Báp*p^^^rí§blel' *m^dio:anteríomnenAe ; especificadopero ' fá -  

, cilmenté puede .'"determinárse, s i una rá'za determinada es_',o - no- .:adeouàdaì'

. pafayensayárla-; de ' là; signiMte " manera " r -f 1.'.̂

El virus es incubado - comò queda descrito y. se observa al micros_
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copio e l material, celular en un momento en que se haya formado un nú­

mero considerable de placas primarias, pero antes de la  formación de 

placas secundarias, contándose entonces el número de'las primarias.

El-momento adecuado en que ha de efectuarse la observación con 

vistas a contar las placas primarias no puede .establecerse,;.con precisión 

-porque , e llo  .dependerá en cualquier 'caso, determinado del-material c e lu - , 

lar empleado, la raza de .virus que se. esté ensayando y su grado de po- . 

tencia, y de-las- condiciones dé'oultivo. Eí'momento óptimo dé'obser-. - 

- vaoi'ón.'puede^variar entre..2 y 12 días .( por ejemplo 5. ó 6 días) después

del comienzo .de la-incubación,-pero con experiencia quien-.realice el* 'en 

.sayo...podrá determinar fácilmente e l momento mas indicado. En .cualquier

1,25

30.

momento durante, la formación de. placas ..primarias, e l número de placas., 

oontadas. comparado con é l'd e ' plaoas contadas , en....un experimento-de con. 

..-trol-'con una agrupación standard de'virus, indicará el-grado de poten­

cia aproximado del preparado que se. esté "ensayando con relación' al co- 

r-rrespondiènte al preparado standard ,̂ . Evidentemente', la  determinación^ 

será de una máxima précisióp en e l momento,en que se haya fòrmàdp e l 

número máximo de placas primarias .y,_^nté8;.JÍ r̂'que' la* formación.déppla- 

cas secundarias haya aparecido. . ; . .  .

La. presente ̂ invención sê  dis tingua partiouí.armenté de las anteri¿ 

res propuestas,-'en' primer lugar por.la'temperaturaa que se efectúa 

íá.incubación (la  cual es apreciablemente in feri o r a  las normalmente 

-empleadas eh el, oultivo de te jidos )- e.igualmente por ío  que respepta 

al pH empleado. ' ' g ", g . J g l . '  - ; -

Esta invenoión considera partioularmente., é l cáse en que e l medie 

en cuestión contiene un.bicarbonato metálico a lcalino, preferiblemente 

.bicarbonato sodi co, en una proporci ón, comprendida entre. Ò ,00.1 y 0,01 

hallándose presente preferiblemente ,el bicarbonato en una proporción. 

de 0..C02 a Ó,00p i l . , Sin embargo,-puede usarse otras substancias para' - * 

. producir el ..deseado" pH en elmedio por ejemplo .un"amórti-guador de-'fos- ( -1
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fato sódioo que sea capaz"de producir valores de pH co^^á^.i'dCs' en-.. ' 

tre 7^14 y 7)6? a una concentración'final de 0,05 lì'., en el medio, . - 

..'¡¡La temperatura, preferible es de 3.1 a 35^0 .̂'ppr ej^npio. .entré;'32*'_"y -34̂ 0.

j Los mejores ..resultados se obtienen aproximadamente a 33^0, es"decir en 

": t r e .32,5 y 33,5SC ,', _ ' ',

Se ha comprobado que cultivando los virus en cuestión cómo queda 

especificado, es posible obtener un medio acuoso que contenga.los v i ­

rus citados, cuya"solución-acuosa puede separarle.del material sólido 

-. '¡' por" ejemplo mediante centrifugiáoÍQn^¡idespues - de-llevar a : cabo la incu­

li ! bación de 2 a 14 días, y prcferiblemente.de 4 a 12 días,.y más prefe-.

.riblemente aún dé 6. a $ días- aproximadamente. .. ---.i . ".

¡ ._. ."Cuando e l material de esta invención, ha de usarse para la  prepa'

-ración de úna'vacuna coñtra-'resfriadcs comunés,-puede ser necesario ' 

concentrar e l  antígen'o- en él' médio, por" ejemplo, mediante ultracèntrifu 

gación^ d iá lis is  o realización de la  operación en.uña columna de cam­

bio ionico,;. - - "" --

:"*Los siguientes ejemplos ilustran la-invención: 1

1 Ejemplo 1. ........ '

Se preparó una suspensión de células de riñón de mono a partir 

de un cultivo primai-io de tejido de .tal v iscera ,. Estas células fueron 

. diluidas. . hasta úna concentración aproximada .de- 60.CC0 por mi. en un 

medio consistente en un 5%""de" suero de ternér'áy'pn'p,5%':d%.jiidrolM 

'.de lactaibúmina en salina^ de Hank.conteniendo un Q,035r de bicarbonato 

.sodico, 1CC unidades p.or.mì,. de penicilina' y. 10Q̂ ug dé estreptomicina 

"' ' Se/introdujeron 0,5 ;lü* volúmenes de esta suspension en tubos oscilan í 

1. tes que se incubaron en forma estacionária durante unos tres dias.En 

este momento se retiró  e l medio y sé sustituyó con 1,5 mi. de un nuevo 

medfc-qúe cómprendia .úñ _2%;.àe Astierò.de. .̂'erneria í̂un .̂Q.,25 '̂.'dej.-'laci l̂-hú .̂'- 

_mi.na,;^bioh^S'ppa.'t'ó p ódihcpyi'anpibiótióps -iguales ¡prpporpi'onéS'',que 1 -

antes. A cada cultivo se anadió 0,2 mi. de un lavado nasal tomado de ^3gk.-"./-i.:'::.'-','--'............................í..; ..-I.....' ..............  " ' - - 
-*
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un paciente-o voluntario infectado pon raza HGP de y^^pgj^io.. ..Se* .

colocó e l cultivo en un tambor 'giratorio dentro'  ̂de uña* incubadora . a i  

L ¡ j .  33'HC. - Un.<̂  .días, después, (oinoo)',.-comenzó la  degeneración e n la  íámi-r-, 

'n a  celular; Al cabo de unos diez días, se había acentuado notablemente 

! la  degeneración y cuando se recogió e l producto del medio, contenía 

. ! grandes.".cantidades;.'de -virus. T

' *' -- . Ejemplo 2. , .' -

Se rep itió  e l  ejemplo 1 pero usando un amortiguador de fosfato 

¡ sódioo con un.pH de 7,2 a una concentración fina l de 0,05 m.

' [ Lo-que .sigue se describe a'm.odo de ejemplo la  forma en que pue

de llevarse.á cabo los ensayos de determinación de potencia. 1

. La potencia ̂ de .un preparado conteniendo virus HGP- se ensaya .en . . 

un cultivo de te jido usando cultivos secundarios.de células de riñón - 

de monos .Rhesus. ; Se*, inoculan entre 30.000 y 4Q.Ó00 células en tubos - 

-estacionarios de 0,5 mi. de;un medio consistente en un 5% de suero de 

.ternera'y un 0,5% dehidrosilato de lactalbúminá;(LAH)'.en salina de; 

Hañk conteniendo* un .0,03% de bicarbonato, sódico y Í 00 unidades de pe­

nicilina,,. 100 ug de estreptomioina y 20 unidades de micostatína por* .. 

mi. Después dé;un periodo de. cultivo, estacionario de 24 horas' a 48'* 

a una temperatura.de,-36SC,.'se re t ira .e l medio."de. cultivo y se sus t i  tu 

ye" por -1 ,5' mi. "de un-medio.conteniendo un'2% de suero de ternera y 0,2 

de hídrolisatp de lactalbúmina e incluyendo, los otros constituyentes .. 

. } " . : d e l m e R i o . : - ó r i g i n a í ' antes . especificadas*.'.!^Léegódsé 

'*'i -ino.pulan .lps'dóultiyos .con un material, conteniendo virus ydya; ;séa inme­

diatamente o,' por ejemplo al cabo ce un día después del caiabio de' me­

dio y los- cultivos inoculados se incuban a 33.0.C en un tambor girátórip 

bajó-las condiciones-descritasden el ejemplo 1. 3é obtuvieron unos 

j! . resultados - óptimos con medios dé un* pH medio'. de... 7 ,0 a 7 ,4. *.. En; una mo-. 

.  ̂.'dificapipn';-'de - es fe ,.má.tpd,p. -puede, .obtenerse ..el,..reqü'erido pH -̂ ei''''&ed3.'p. '

;;¡ .coir* é'I-'üso-,;,en -lugar.. de bi carbonató sódi0 0 "de;' uii' amortiguador! de?fos

y#* -
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fato'.sódico'.-coh un-pH de.7,14' a.7,69 con-una.oóncentracion i.inal de 

.''O-^.'^*.*eii*..ál medió.-:7.3espuás He la .incúbación "sé; examinaron aqintér- 

' válos..miorpsoópicamente 'tubos., con muestra a fin  ¿e contar e l número 

de placas producidas en la lámina celular..- En estos.- experimentos se 

_ observarán-quethásta. tres días ..después de la  inoculación e l número de 

placas producidas es . .directamente.proporcional a la  concentración de 

virus en e l preparada sometido a ensayo. En e l cómputo de placas es, 

por supuesto, necesario asignar un número mínimo de células a una le ­

sión focal que haya de ser oontada como una placa. Así por ejemplo ...

- puede, decirse que un foco ha de contener por lo  menos 10 células, pa­

ra ser considerado como una placa y  será evidentemente.necesario, empléar 

e l mismo sistema de cómputo para e l preparado sometido a ensayo que 

para la  agrupación standard de virus ensayada de la misma manera a 

efectos de comparación.. .-¿Mn .;la.-"$óteíminaqión 'de-los- resultados obser 

vados pueden despreciarse por pn acuerdo muestras-que ofrezoan cómpu­

tos de. .'un número .'déplaças desusadamente elevado, por "ejemplo*"'I5 ó"''.l8í 

"Después "de-unos, tre's ' días se. observa un., incremento en é l húmero del. " 

.'plaças, puliendo cônsiderarseqa...éstas últimas como placas secundarias.

... , Empleando e l procedimiento de ensayo, antes descrito con virus

HGP ençultivos de células.de riñon de mono, se ha demostrado que de-, 

las condiciones aquí.desoritas para la  propagación del.virus, es* el. 

valor de -PH lo  que importa en lugar de las especies iónicas usadas 

para producir e l adecuado pH. Así, se Comprenderá que e l ión bicar­

bonato, no es factor- esencial en e í proceso,;.de la. presente - invención

o en el método de ensayo aquí ..descrito, puliendo emplearse también....

'.Mé^'ado&l^orti^ádoré's'^' per. ejemplo aisortiguadores de fosfatos a"".'.'.'-'" 

los que anteriormenté. sel ha 'hechoráferencia."-*-:-: . h . . ...

- . Sé ha-demos trado támbien qúé s í se mezcla e l virus HGP antes de 

lá  .inoculación en:.:e.l medio'de .cul con un anti-suero hiperinmune 

-'específioó preparado en:un conejo, el cómputo de .placas..:queda, reduci- *

i ^
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: do  ̂ Por consiguiente el' método de,ensayo, antes deésc'ritó puede usar 

se" no simplemente como un método de control en la  producción de una ;

_ vacuna sino además conjuntamentecon un suero iimiune específico para 

* la  identificación y Comprobación-de las razas de virus incorporadás 

* áárlía. vácúnáí.**';"*El método puede, emplearse además para" determinar, la  *

 ̂ .respuesta de los anticuerpos a vacunas experimentales o vacunas - so- 

; .., k metidas a ensayos cue hayan sido aplicadas a .animales o seres humanos 

- j- Como alternativa .en el uso de células de riñón de mono en. el-mé

todo de ensayo de esta Invención^ pueden emplearse, células del amnios.

'' .: o -del ' riñón humanos ,' aunque, en tales casos las placas pueden'ser más di. 

¡ " f íc ile s jd e  contar. Él métodp de ensayo y el proceso de est§...inyén---. 

ción son aplicables a la  raza PK y otras de virus, -así como, a la  ra­

za 5GP. --''ó'' ..'--'I;'

* .. REIVINDICACIONES' " " ...... '

En resumen; La Patente"de Invención que;se.solicita recaerá - 

sobre las reivindicaciones.siguientes:

1 Proceso para la  producción de un material que. pueda em­

plearse Como producto intermedio de vacuna o para fines.experimenta­

les , ^caracterizado porque se inocula un medio salino.adecuado para y. 

cultivo de tejidos y que. contiene tejidos o , células vivos, de.; riñón ' 

de mono o tejido o-células vivos.de riñón de embrión humano con ma­

te r ia l que contenga por lo  menos una raza de. virus.de resfriado,.co- 

Inmún humano, después de ló  cual se incuba el..medic a una. temperatura dí 

j 30 á 36 ^C, a un pR de 6,4 a 7)4? hasta que. el virus.se haya multiplica- 

' do muchas-veces en el medico . . . ' y . -

-2&.- Proceso según la reivindicación 1a, caracterizado porque" 

el reoipiente que- contiene el medio y e l tejido o células es agitado

![. durante la  incubación, ... . --''-'"y-L-- ' , ... """.

, . ''3.r..*̂  'P^ooeso;';Según la reivindicación 1 .ó...2,'"caracterizado por-

 ̂ que e l pH"estaÓcomprendido entre 6,4 y 7)2. '

jMRí.
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4P.T-7.PrÓ.e_esc--"se^nj^ 2 o 3: c..ra'cterizado por

P que-el ^B^s^^cwprehdidoá.entre 6,8 y 7 ,2 .

. - 53*^ Proceso según cualquiera de lasreivindicáciones^antériores 

2 a 4 y cara ote r i  zado 'porque la  temperatura'se halla comprendida entre 

31 y 35SC.

..  ̂ 6&.- Proceso según-la reivindicación 5^, caracterizado porque la

¡- temperatura se halla comprendida entre 32 y .34^0.. 7 .-...'** . ' **-..- 7-.. -:7 r

¡* 73.-  Proceso según la  reivindicación 68, caracterizado- porque la

& -

' Bíy-

#

.-'Rsá-

r.

X ,

" -

- * *

temperatura, está comprendida entre 32,5 y 33)530. .

¡ be.- Proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones -

2 á 7.;.caracterizado porque el medio contiene bicarbonato metálico a i - - 

calino 'en una. concentración de 0.00i M. : a 0,01 M . .' - - - ' 77/'--- -7 --

í  '; $s.- Proceso, según la  revindicación 88,.. caracterizado porqúe -la:. '

- concentración es de 0.002 N. a 0,00$ M/ -77.. 77-7 ' 7

7108.- Proceso según las reivindicaciones 8 ó"9, caracterizado 

porque el bicarbonato metálico alcalino es bioarbonatd!. sódipó.f-..^r-' -' -

118.- Proceso según cualquiera de las anteriores feivindicacionei! 

2 a  10, caracterizado porque e l medicr contiene uno o más antibióticos.

128.- Proceso según cualquiera de las anteriores.reivindicaciones 

2 a .11, caracterizado* porque e l medio .contiene un agente antifungicida 

133. -  Proceso según oualquierarde las anteriores reivindicaciones 

2.a 12, caracterizado-porqué- e l material dél tejido o células-tiene la  

forma de una sola capa de células que se desarrollan en el medio.

¡á,' '7 14&Prooes.o7según cualquiera 'de -las- reivindicaciPnés anteriores

.-,2 a 7, -y-íí oaracterizad.o-.-,porque el medio con.tiené-un amortigua-'

dor de fosfato sódico con unpH de 7i 14 a 7,69 a una .concentración de.

... . ' ..''á'':q...ú".7rr7'' . .... ' '- "á" /I...' '

I .'¡53.— Se- reivindica por último como objeto .sobre e l que ha de-

recaer la  Patente de-invención" que.se so lic ita : " PROCESO PARA LA PRO-) 

jl-DUCCl0íí DE UN MATERIAL QUE PUEDA EMPICARSE ̂ C0M0 PRODUCTO INTERnEDIO DE.j
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