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PATENTE DE INVENCION

mas _m= g 1

a favor de

MERCK & CQOsy INCs =~ de nacionalidad norteamericana - domicilia-

da en 126 Fast Lincoln Avenue, RAHWAY, New Jersem, (EE.UU.)

"Procedimiento para preparar una vacuna contra las paperas®.
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La pressnte lnvencifn ge relsciona con vacunas y particu-
lammente con un virus vive atomado de las paperas que go deba i~
yactar en gares humanos parg protegerles contra lss paporass La
presbate invencifn incluye tambidn el degarrollo de la cepa del vi-
rus ghteszado.

Dabide & la naturaleza ateauade Al virus, producs poca o
ningung rosccifn clinlcs. Sin embargo, dasperta un nivel aignifics=
tivo da antlcuerpos cohtra ol virus en el hombre, y eate anliicusg-
po 6w esencisl para la proteccidn contra la infacclén con el virus
y contra la enferaedad

Por 1o gamarsl se considera las paperss, lo -dgm qus el
garaspion, comp mna 8 lag enfermsdedds menores @ la niiieze Bsto
@8 clarto on el caso de la infacolisn clinica comfin, Sin esborge, o
el cape extreordinario, la consecusncia clfnica do la Infeceisn por
virus pucds ger sevsra y las secualas puedsn ser ban degvastadoras
com on 61 cawe del snrasplin,

En o1 caso usual G8 las paporas, el cplsedis fobril egu-
de aigus u un porisde de incubacisn de 18 o 21 dfas. Las primipe-
los mgnifestncicnas clinicas son fiebre con hinchazén unilateral e
bilsteral de la parétids, vidodose a vecss tamién corprometidas
las gléndules submaxilares y sublinguglese

La viresla acompaiia comunmente a la infecoidn por el vi-
rus @ las paperas Y pueden verse comprosstidos divorsos dr.anes o
sigtenas de ‘rgnnos; Pusden inelulyr el spildfdimo, préstqta, ovariaa,"._‘
higads, pincroas, bast, tiroldss, rifones, laberinte, ojos, tim,
wdocardio, glandulas mamarigs ¥ ol sistema nervioso centrsle Las
menifestacinnes mas Motacadas 33 le enferneded son encefgllils,
encefalomiolitis, nsuritis faclal, servios trigéaiso u fptice;
seningitis agdptica (0,5 & 10 & de los casos); esclerotllils; pan~

orestittis que a veces conduce s las diabetes; y orquitls & ovari-



15

25

tis que conducen a veces a atrefla y esterilided. Las opsplicacle-
pes sorias s mmog frecucates sntre les anlfios. El aspscto mas se-
rio ce relsciona con la presensis de la Infeosion en aduites gue
o han contralde esta enfersedad durante la niiieze

Las paperas ain complicaciones debilitan al nlilo, compli-
can la vida a los padres, y dan por resultads pérdidas sprecisble
do tieapd egcolar, las paperas con cospllcacinses, ya sea i ls
hiiies o en la adultez, pueden axtendsrse desde una enfermsdad sis-
ve con recuperacién sparentemante tetal, hasta la destrucciin o in-
cwpacitacidn de sisiemas de Srzames ssensisles que pueden ceaduciy
hasta la auerts o a invelidez para toda la videe »

3 términos genersles, la pregents lavencisn se relacis-
na ¢on la adaptacién y propagacién éel virus de les paperaz en oul-
tivos de tejldes preparades a partir de husvos de galling esbriong.
dose Mas partioulsrmente, la presente luvencifn se relaclsns con
sl dsgarrello de una vacuna de virug vive stenzade o lss paperas
despuss del pasaje seriade en cultive de tejide embrisnario de po-
110, Este precedim ents luvolucra las otepas (4) la alslacidn del
virug virulents en cuglquisrvarisdad o oélulas en cultive 0 hue-
vos de galllna esbrionades, ¥ au adaptacidn a cultive de tejido em-
bricnarie de pello; (B) el dsgarrslls del virus vivo atenuads, me=-
disnte una plurslided de passjes serlades en oultive de tejlido em-
brionario de polls; y (C) le preparacifn d8 la vaouna a partlr de
agte virus vive atenuadd. 9 explicard par sepsrade ostas etapas.

») jlsleclén y sdgpteoisn de vims virdlente
9 pwede lleva? a cube la alslaciln y adsptacidn de vi-

rus de les paperas ob culiivo de tejido embriosario da pelle usan-
do material clintes (per ejemple sbtenids de lu garganta) ® virug

proviasente propagado an hueves ds galllng esbrlanadoss La lncubee
cidn de cultives infectados pusde llevarss a cabe entre 30 y 34 ¢
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(Sptimo 32 90) o entre 35 y 38 o0 (Sptim 36 90). Los procedinientos

rapresantativos de aislacldn son los sigulentes;

Procedinientes 1.~ Se aisla virug do las paperas en huevos
de galling esbrionsdos s partir ds meterial olinico, es decir & par-
80Mas queé ¢ sabe que Ylenan paporas.

procediaianto 2.~ 99 alsls 6l virus de las papsras en cul~
tivo de tejido embrionario de pells a pariir de mgterfal clinico,

B) Dsgarrclloe ds vacuna de yirus vivo ateniade de las pgporag
88 azrega el virns, qus 8 ha egtablecido sa (4) que os vi~

rug de laa psperss, a botellas o vidrio que contlensn cultlvos de
t8j1do embrionario d» pollo preparades a partir de ezhbrisnes picads
y tripsinizados de polle de aproxizadasente 10 dlas de ededs EL me-
dis de cultlve puede ger ocualquiers de les que seportan el cracimlen-
to d8 célulag, pudisnde ser por eje:plo el conocide medio 199 al cuel
38 ha ggregado saerp do ternero, Dsapuds a8 la adicidn del virus, se
inouba 1os cultives Ge célules lofectadas on sucesivés pasajes a 30-
38 90 durante perfodos variables de tlempo y durante sste tlespo el
virus s8 ha reproducido y queda stenuados 98 cosecha entonods lesg
£lidos, que contionen el virus, y ge log almgcena congelados o a o=
tra baja temperatura de mgara de pregervar la: infecciosidad del
agente,

Se lleva a cabo lss pascjes scriados pracedentes, usands
Inoeculua dtluids y se racoge ailltiples cegechas a diverses interva-
los. 98 lleva & cabe titulaciones de infectividad on cultlves de
HeLa, de %)1do d8 rlidn ds momo e %8 jido embrionario de pelle.
C) pPreparscidn de vaoung

9 hg comrobado que sl virug de las paparas cosachado des~
puds de este pasaje seriado repetido, 8 mo patdgeno para =enos y
roadores, Causa oca @ ninguna resocifn clinics on receptores hu-

mgnos, ¥y degpierty un aignificstivo nivel de antiouerpe, 5e esta-
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biliza la lafectivided del virus medlante un estaebillzader apropis-
do tal como sacaross, albdalng humgns, glutanine,fesfeto o me:zclas
d lag alsmose Despuds de la titulacién para estsblecer st poten~
cla, ©8 subdivide ls =ssa ds virus y con alla so llena ampollas pa-
ra 61 uge, Se pusde eliycenar al producte y suminiatrarle congole-
do o de profurencia sscado a partir del ectado congelsde, mantenldn-
dolo libre ds humedsde

Ejszplos Llustratives son log sigilonteg,

EIBFLO X,

EL lneculum e al que se obtless g :artir del Procedimien-
te 1 dsgcripto mas arribas

Bajo cendicinnes asfptlcas ss ploa finaments esbrisnes &
polls de 9 a 11 dfas do edad, despubs de ¢liuinar la ccbeza ¥ las
extzronidades, ¥ se lava el tejido, ssf plcado, en variss caszblss de
B33 & Hanks. S8 tripainisa a 36 9C &l tejido as{ lvade,usanie trip~
slog al 0,25 € (Difes 1;250) en regulader tris saline durante 2 a
3 he. So cosecha lu suspenaifn de cililas en tripalng a través &
des @ apasdres de estopills de alyoddn esteril, y se cehtrifuga en-
tonces a 1500 rep.ds durgbte 5 min, S resugpesde las oélulas com=
psctadas, en ta unadlo de orecimisnto pera el recuemts, El asdioc de
craciniehto consiste en al madlo 199, que ocvntiene suers & terne-
ro ol 2 % (calsntado a 56 0C dirants 30 sin) y 50 Ix/al de neomici-
na. S planta cultives en botella a tns concentrasiss de 350,000
célules vighles por mililitro, “espids & incubar a 36 o durante
/B a 12 hr, se puede ussr los cultivos en botella para al pasaje
seriado ® preparacisn de la vacudas

Se prepara cultives ds tejld eajrienario de pelle en bo-
tellag de vidris ugande el medls 199 que contiens sicro &8 tcroera
Inactivedo al 2 § como medis de crecimients, Tres a cuatro dlas des-
pués de plantar, se retira asépticamsnte el meilo de crecidents y
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ge lava 103 cultives en botella 4 veces coA BSS de Hanks, & wsn
g 100 w1 per lafedo, ¥y so lmocula 2,5 sl d8 slesbra de virus tle
luide de las paperas por botellse A cada cultive en botella se &~
groga ™0 2L del nedio 199 qus comtisne 10 ¥ 8 estabilizador apro-
plade de la infectibidad ds virus, y se lncuba ias botellas entre
% ¥ 34 9. AL crecimiento y madin ée mantenisisntc ge inocerporg
noomickia @ une conoentrecifn de 50 pg/al. 4 lotorvalos de 2 a 4
dlas se resoge oosechas ajltiples y ge vuslvs a slimedtar los cul-
tives en botella con nuew medio de zanteniwnisnto que conblens el
eatabilizador mencienado mas arribae Se lleva a csbo 10 pasajes
sucesivop, todos a la tempsrature sproximadamnts de 32 °Ce Se lle-
va a cabo tltulaciones de infeotlvided de cade cosecha en cultii
vos de Hels © de tejido do rifidn de mono, S8 rectge asépticamante
cada cosschg 6n un envass @stdril, se retira russtras psra enge-
yos d8 esterilided microblana, y se congala el resto emun bailo ds
hielo sacowalcohol, $ almecena les fllildes, que cocntiensn el vie
rus, & =70 G en una unided congeladora eléctricamente Operada she
tes do ls selecciln de una o mas cesechas para la preparscifn ds la
¥ aouline

 olige una o mas cosechas apropladas después de corple-
tarlas titlaciones do infectividads e retiira del conglader el
paberis) salecclonsds ¥ se le dacongela, 30 retira una mwssirs
com teotlge ¥ para o0says & gogw ided. Se olarifica el flufds
restanta y ge rotira uia auesira pars 8l ensgyo @8 sezurldsd en
xonvge Al flfilde restaote se agroga 8sbabilizador apropiade adi-
cisngl. S8 dlstribuye log fliidog en frascos individusles y se
los peca. Dogpuds o8l prooedimiento de secado, we; tapa 10z fras-
0osy 88 1o olerre horniticamentis y gs los conserva para la re-

constitusidn coxo vaouna sedisnte la adicidn de agua estéril,

Eosgyeg en el hosbre,= scroxisadasents 150 nifios, qus
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careosn de historia anterier de infecolén por paperas, reciben u- B
na dosls e la vaouna d8 virus stennade de las pspsras por via
parenteral. Eseneiglscnte, todos los aliies respsndsn con un tltu.
1o signific:tive & anticuerps destre de un mag despuds 3o la va-
cungeién, Los nlios desarrollan poca o ningung manifegtacidn elf.
nica de acuordo coh lg osps del virus & las paporas y el nivel
de pesaje en cultives de huevds de gallling esbrlonados 7 d6 teji-
do embrionarlo de pells,

BIEFLO 11

98 lleva a osbo el procedimientv del Ejesple I, auague
la incubaeisn del virus de las papsras se lleva a cabo en lu gama
de 35 g 38 90 y oercanamte a 36 s

g8 lleva g cabs ¢l proosdinisnto del Ejempls I, pero U~
satdo la slesbra & virng dé psperas dol procsdiafento 2,

Para dsnuar ol virug se pusde regllizar una cantidad ma-
yor o menor de pasajes sucesives Al virug en el oultivo d8 tejl~
do de embridn de pollo. Pusde ser precedido :asbién por pasajes
sorisdos s Uravés de husves de galling eabrionadog, 98 llustra o~
to madiante les sigulentes ejeaples en log cualas;

HQE represents huavos de galling esbgionados.

TEP repragenta cultive de tejido esbylongrio da polles

3 HGE & 30-38 90 + 1 T1p & 30=38

EJRPIOY
10 HGR a 30-38 93 + 1o TBP a 3038 <0,

ESRELO.VI
20 HOX & 30-3884C + 2 TEP a 30-38 $C.

ERLIOVIL
Alalacién dlrects on TR & 30~38 o0 + 1 TH a J0=34 e
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Ejemplo VIII
Aislacién directa en TEP a 30438 o¢ 4 10 TEP & 30-34 00

EJEMPIO 1IX
Aiglacidn directa en TEP a 3038 o¢ 4 1 TEP a 35-38 og.
EJEMPIO X

Aislacidn directa en TEP a 3038 ¢ 4+ 10 TEP a 3538 oC.,

Se ha descrito la presente invenoidn con particular referen-—
cia & 10 pasajes seriados a través de TEP pare asegurar la stenuscidn
del virus, pero se comprendera que puede bastar una cantidad menor.
Por ejemplo, la presente invencidn contempla una sola incubacidn en
TEP para lograr el desideratum de un virus que despertard wna res-
puesta de antlicuerpo de las paperas en seres humanos con una reduc
cion de los sintomas de la enfermedad que, en caso contrario, son se-
verose Es de esperar que los pasajes sucesivos, &espues del pri.me:c-

orecimiento en TEP den por resultado una mayor atenuacidne

N ) T A

Se reivindica como objeto de la presente patente :

1, - Procedimiento para preparar una vacuns contra las pae
peras que despierta en el hombre una respuesita de anticuerpos cone-
tra el virus sin causar las severas manifestaciones clinicas de la
enfermedad, que comprende hacer pasar el virus viruleato, por un
cultivo de tejido de embrion de pollo, una cantidad suficiente de
veoes para atenmar al viruge

2, = Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en el que se
realizan por lo menos 10 pasajes seriados.

3o = Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que los
embriones de péllo empleados tienen nueve a onoe dias de edad.

4o = Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que

la incubacidn se lleva a cabo entre 35 ¥ 38 2C.
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incubacion se lleva a cabo entre 30 y 34 9C,
6. =~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en el que diw
chos pasajes seriados estin precedidos por incubacidén en huevos de
5 gallina embrionados,
Te = Procedimiento para preparar una vacuna oontra las pa
perase.

[ Iy
Esta memoria consta de nueve paginas, escritas por una so.

la carae
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