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Bsta invencidn se relaciona con una atenua-

¢ién adicional de un virus de sarampidn vivo atemado
que se ha adaptado para crecer en un cultivo de tejido

de embrién aviario, en la membrana corio-alantdica de

5e los huevos aviarios en el 6vulo.
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El desarrcllo de las vacunas del aarampi3$<'
se hizo posible por Enders y sus asociados que propéé
garon el virus del sarampién en cultivos de rifidm ds -
geres humanos y de simios, adaptaron la cepa Edmostéﬁ

56 del virus a embriones de pollo inoculados a través

del saco animdtico y cultivaron aquella cepa en mono=
capas de celdas de embrién de pollo haciendo de esta
manersa disponibles vacunas de sarampi&n Incorporanio
virus de sarempidn ya fuera vivos o insctivados.

10, ~ Las vacunas de virus vivo (vacunas de Enders),
preparadas a partir de la cepa Edmoston despuds de 13
a 20 pasadas en cultivos del tejido de embridn de pollo,
demogtraron ser altamente inmunogénicas cuando se ade
minlstraron a los niﬁoé susceptibles & contraer saram-

156 pidn. Sin embargo, tanto asi como el 40 por ciento de
estos nifios reaccionaron con temperaturas de 39.452C,,
o més elevada y en aproximadamente 50 por ciento se
desarrolld una erupcidén. En los intentos para eliminar
o reducir estas reacciones, se administré globulina

20, gamme humana al mismo tiempo que le vacuna (de Enders)
o el virus de la vacuna se atenud adicionalmente, me-
diante pasadas adiclonales en cultivo de tejido de em-
bridén de pollo a varias temperaturas de incubacidn (de
Schwarz). Ambas de estas presentaciones al problema'

25, redujeron significativemente la manifestacidn dé las
reacciones a le vacuna de sarampidn, pero no elimina-
ron laes mismas enteramente. Se ha demostrado que la
administraclién de una vacuna que contiene la cepa de
Sghwaeratenuada de virus de sarampién, da por resule

30, tado en el mismo grado de reactividad, due la adminis-
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tracidn de la cepa de Edmoston (vacuna de Enders), son
18 administracidn simultdnea de globulina gemma,

La presente inveﬁcién repregenta la culmina=-
cién de una larga serie de investigaciones que se hén
llevado a cabo extensamente por el inventor y sué aso-
ciados, con réspecto al problema de la reactividad da
la vacuna de virug de safampién vivo, ¥ lqs intentos
de impedir la misma, atenuando el virﬁs de una manera
diferente, a saber, adaptando el virus & la membrana
corio-alantdica, del embridn aviario. Los investiga-
dores, en particular Milovanovie, Enders y Mifas, Ex-
pedientes de la Sociedad de Experimentos Bioiégicos ¥y
de Medicina 95, 120-127 (1957), "Cultivo del Virus de
Sarampién en las Celdas Anidnicas Humanas ¥y en el Em-
briéh de Pollo Desarrollado", dan a conocer que fueron
insatisfactorios los intentos de adaptar el virns del
sarempién en la membrana corio-alantdica del embridén
de pollo deéarrollado, El concepto inventivo sobre el
cual estd basada la presente invencidn, estriba en el
descubrimiento de que un virus de sarampién vivo ate-
nuado, que ha sido adaptado para.ereeer en un cultivo
de tejido de embridn aviario, y que produce un alto
régimen de reaccidn febril y erupcidn en los nifios,
pﬁede atenuarse adicionalmente, estableciendo primero
el crecimiento de dicho virus en la membrané corio-
alantéica de los huevos aviarios en el 4vulo & una
temperatura de incubacidén de aproximadamente 35¢C., &
3890.} luego haclendo pasar el virus'establecido en
la membrana corio-aléntdba de los hu;vbs‘aviarios en

el évulo a2 una temperatura de incubacidn de aproxime-
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demente 288C., a 359C, e
Por 1o tanto, la invencidn se relaciona con
un método para preparar un virus de sarampidn vivo ?
atermado adicionalmente, que comprende introducir up'
virus de sarémpién vivo atenuado que se ha adaptado. .
para crecer en un cultivo de tejido de embridn aviario,
Y que produce un alto régimen de reaccidn febril ¥ de
erupcidn en los nifios, hacia la membrana ooriofalang
tbéica de los huevos aviarios en el évulo, incubando |
dichos huevos a una temperatura de aproximadsmente
352C., hasta aproximadamente 382C,, éurante un perfodo
de tiempo suficiente para estimular el crecimiento de
dicho virus que es entre 6 y 8 dfas, cosechando el
virus producido de esta manera, intro&ueienﬁo en la
membrana corio-alantéica de los huevos aﬁiarios én el
évulo, dicho virus cosechado, incubando dichos hmevos
g una temperatura de aproximadamente 35¢C., hasta apro-
ximadamente 382C., durante un per{fodo de tiempo sufi-
ciente para estimular el crecimiento de dicho virus,
cosechar el virus producido de esta manera, y repi-
tiendo las dos stapas inmediatamente anteriores, du-
rante un mimero de pasadas suficiente hasta que se
establece completamente el crecimiento del virus; El
virus establecido luego se cosecha y se introduce<én
la membrana corio-slantéica de los huevos aviarios en
el 6vulo, dichos huevos Se incuban a una temperatura
de aproximademente 28¢C., hasta aproximadesmente 352C.,
durante un perfodo de tiempo suficlente para estiﬁﬁlar
el orecimiento de dicho_virus, cosechar el virus pro=-

ducido de egta manersa, introducir dicho virus cosechado
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establecido en la membrana corio-alantdica de los hue-
vos aviarios en el Svulo, incubar dichos huevos a uﬁa
temperatura de aproximadamente 289C., hasta aprdxima—
damente 3595., durante un periodo"de tiempo suficiente
para estimﬁlar el crecimiento de dicho virus estable~
cido, cosechar el virus establecido producido de ests
menera, y repetir las dos etapas inmediatamente antee-
riores durante un mimero de pasadas suficiente para
producir un virus de sarampidn vivo atemuado adicio-
nalmente, la antigenicidad del cual es suficiente para
producir una respuesta immunogénica.

De conformidad con la presente invencidn,
un virue de sarampidn vivo atenuado tal como de la
cepa de Edmoston, (vacuna de Enders), se introduce
en la membrans corio-aslantdica de los huevos aviarios
en el Svulo y se incuba a temperatura de 359C., a
382C., el virus se hace pasar en serie y se incuba a
temperatura de 352C., a 382C,, durante un mimero de
rasadas suficiente para lograr un crecimiento esta-
blecido del virus a temperatura.de 35%C,, a 382C. El
virus egtablecido luego =e introduce én la memﬁrana
corio-alantdica de los huevos aviarios en el évulo Yy
ge incuba a temperatura de 282C., a 35%C,, durante
un nimero de pasadas suficiente vara lograr una ate~
macién adicional, Una indicacidn de una atenuacidn
adicional es la aparicidn en la membrana corio-alan—
téice de lesiones inflamatorias y necrdticas, y & me-
dida que continuan las pasadas a temperatura de 282C,,
a 352C., se hace mds claramente la intensidad de las

lesiones inflamatoria ¥ necrdtica,
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Debe observarse que los intentos de hacer
pasar el virus de sarampién anteriormente mencion§§§;
antes del establecimiento del crecimiento de dicho .
virus a temperaturas menores de 358C,, fueron en sui‘
mayor parte insatisfactorios, puesto que las pasadas--
dieron por resultado titulaciones reducidas o no ﬁQ;;'
dfa fercibirse el virus durante la titulacidn. Por ol
contrario, la titulacidn de las pasadas, paralelas-a
temperatura de 35¢C., a 388C., fueron significativa- |
mente méds elevadas. Ademds, el paso continuado del
virus del sarampidén anteriormente menclonado a tempe—
raturas de incubacién de 359C., & 389C., una vez que
se establecid el crecimiento de dicho virus, dieron
por resultado titulaclones considerablemente reducidas.
Por dltimo, una vez Que se establecid el crecimiento
de dicho virus y se inicid el paso a temperaturas de
ineubacidn de 289C., a 35°C., el paso a temperaturas
de incubacién de 352C., a 382C., fué igualmente insa-
tisfactorio,

El nimero de pasadas iniciales necesarias
para establecer el crecimiento del virus de sarampidn
anteriormente mencionado, puede ser tan pequefio asi
como de 6 a 8, o tan elevado asi como de 10 a 14,

Con respecto a lag temperaturas de incuba-
oién del método novedoso de la presente invencidn, la
temperatura de incubacidn preferida para establecer
el crecimiento del virus de sarampidn anteriormente
mencionado, es aproximadamente de 352C,, a 3820.; .
mientras que una vez Que se ha establecido el creci-

miento de dicho virus, se pfefiere_una temperatura
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de incubacidn de aproximadamente 342C, N

Bl método novedoso de la presente invencidn
emplea Imevos aviarios en el &valo y se prefiere usar
huevos de pollo, principalmente como consecuencia dé
su digponibilidad general & través de todo el afio asi
como su bajo costo. Sin embargo, pueden usarse los
hﬁevos de otras especies aviarias tales comé pavos;'
patos, gansos, y aves semejantes.,

La atermacidn adicional del virus de saram-
pidén vivo habiendo sido lograda de la manera anterior
mente citada, puede mantenerse la cepa del virus de
garampidn viva stemada adicionalmente (cepa Cabasso)
en el cultivo de tejido de embrién aviario, para pro-
porcionar una semilla o la pasada por la membrana
corio-slantéica, dltima, cosechads, puede usarse di-
rectamente como una #acuné.

Cuando se ha cultivado una o més veces el
virus atenuado adicioﬁalmente, en el cultivo de te-
jido de embridn aviario tal como de pollo, para ob-
tener depdsitos para la preparacién de la vacuna, el

cultivo se incuba a una temperatura de aproximada-'

. mente 28°C,., a 372C., hagsta que el virus se haya mul-

tiplicado paré producir une concentracidn dtil del
mismo, y el fldido y las celdas de Los récipiéntes
del cultivo del teji&o se cogechan, bajo condiciones
aséptieas, ¥y 8e clarifican medianxe~centrifugac16n,
filtracidn, o métodos semejantes. El material resul-
tante de la vacuna puede usarse directémente como una
vacuna, o, dependiendo de la concentracidn contenida

del virus, puede dilufrse con un diluyente inyectable
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apropiado o una solucidn de estabilizapién no téxiéq
al virus, para preparar una vacuna 1{quida terminade.,
La dltima estd exenta de celdas de tejido y de basaréé
¥ ol contenido de virus se estendariza mediante titu=
lacidn tal como por ejemplo contra celdas de cultive .-
de tejido humano o de mono. Luego, si se desea, SR
concentrado de la vacuna puede emplearse directamep@éx
para vacunas para seres humanos no inmunes o puede di-
lufrse con un estabilizante estéfil, tal como 1actosa;
0 una solucidn de glutamato de lactosa y almacenarse
congelado a temperaturas de -20-a ~708C,, hasta que -
se usa, Alternativemente, la vacuna estabilizada pue-
de liofllizarse para proporcionsr un producto de va- .
cuna seco que es capaz de almacenarse féciimente, Yy
que puede reconstituirse con agua estéril o con un .
1{quido semejante, justemente antes de usarse.

Se proporcionan los sigulentes .ejemplos para
fines ilustrativos y pueden incluir particularidadeé
especificas de la invencidn, sin embargo, los ejemplos
no deben interpretarse como limitando la invencidn,
muchas veriaciones de las cuales son posibles sin
apartarse del espiritu o del alcance de la misma:

* EJEMPLO T

ESTABLECIMIENTO DEL CRECIMIENTO DE

UN VIRUS DE SARAMPIQN VIVO ATENUADO

El presente ejemplo demuéstra el estableci-
miento dei erecimiento del virus de sarampidn vivoi
atenuado en la membrena corio-glantéica de los huevos
aviarios en el 6vulo.

Ia cepa Edmoston (vacuna de Enders), del
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virus de sareampidn vivo atenuado, 8e usd como una se-
nilla; dicha cepa ha sido preparada por Enders a par~
tir de un virus aislado de un paciente, El virus se
hizo pasar en serie durante 24 pasadas a través de un
tejido de rifién humano, se hizo pasar en serie durante
28 pasadas adicionales sucesivas, en ﬁn tejido amnin-
nico humeno y luego se hizo crecer en embriones de.pbi
1llo, en el saco amnidtico durante 6 pasadas. El virus
finslmente se hizo pasar en serie a través de 13 pasa~
das de un cultivo de tejido de embridn de pollo.

La cepa Edmoston anteriormente citada (vacu-
na de Enders), del virus de sarampldn vivo atemado se
introdujo en la membrana corio-aslantdica de embriones
de 8 dfas, de nacidos, obtenidos de una parvada libre
RIF de pollos desarrollados en los laboratorios Leder-
le, una Divisidn de la American Cyanamid Company, Pearl
River, Nueva York, de una parvada comercial de pollos
que se probd intensemente para determinar el RIF. Se
hicieron inoculaciones en la base de un saco de aire
artificial formado en el lado del huevo. Los huevos
inoculados se incubaron durante 7 dfas a temperatura
de aproximedemente 378C., a 382C., y al séptimo dfa se
abrieron asépticamente. Las membranas corio-alantéicas
se examinaron para determinar los cambios macroscépi-
cos, se formaron en depdsitos ¥ e usaron para prepa-
rar una suspensidn al 20 por ciento de la membrana
corio-alantdica en agua destilada estéril que contenfa
100 microgramos de cada uno de estreptomicina y neomi-
cina. La suspensién infectada de la membrana corio-

alantdica, luego se introdujo en la membrana corio-
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alantdica de embriones de 8 dfas de nacidos, de la'l’
parvada exenta de RIF anteriormente identificada. ﬁéa.
huevos inoculados mmevemente se incubaron a tempefag :
tura de 379C., a 389C., durante un tiempo suficienty
pare estimular el crecimiento del virus. Das pasadds
en gerie se continuaron hasta que se establecid elif:f
crecimiento del virus en la membrena corio-alantéica.
Este punto se asegurd titulando una suspensién al 2G -
por ciento de cada pasada de la membrana corio-alan- -
téica en un cultivo de célula de rifidn de mono, .cer-
copithecus. El establecimiento del crecimiento del
virus, se logrdé durante el curso de 11 pasadas a tem~
peratura de 372 a 382C. Después de 1a onceava pasada,
se coseéchd una titulacidn de 10°*% TCID por mililitro.
Las pasadas despuds de la onceava pasada a temperatura
de 372 a 382C., dieron por resulitado titulaciones re-
ducidas o negativas,

Ejemplo IT
PASQ DEL VIRUS ESTABLECIDO

Zgte ejemplo demuestra las pasadas adicio-
nales del virus establecido del Ejemplo I.

Una suspensidn al 20 por ciento de la mem~
brana corio-alantdica infectada de la onceava paséda
del Ejemplo I, se introdujo en la membrana corio-
alantdica de embriones de 8 dfas de nacidos de la
parvada exenta de RIF anteriormente identificeda. Los
huevos inoculados entonces se incubaron a temperatura
de 322 a 342C,., durante un perfodo de tiempo suficien~
te pafa estimular el crecimiento del virus. EL virus

ge hizo pasar continuamente en serie a temperatura de
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322 8 342C,, en la membrana corio-alantdica con un
aumento resultante en los t{tulos, el virus cosechado
tenfa una titulacidn de aproximadamente 103°5 T0ID pox
mililitro,

Durante las 11 pasadas a temperatura de 37¢-
a 382C,, y las primeras tres pasadas a temperatura Ge
322 a 342C., no fueron evidentes cembios macroscdpicos
signifioativos en la -membrana corio-alantdica, infec-
tada, pero para la décima quinta pasada, podfan verse
dreas pedueflas de hinchamiento, de apariencia gelati-
nosa; para la décima octava pagada, eran evidentes le~
giones inflamatorias y necrdticas, en las porciones
infectadas en las membranas corio-alantdicas. Estas
lesiones, que se hicleron més pronunciadas con el paso
continuado del virus, parecieron como dreas opacas,
espesados grandes, mds frecuentemente en la forma de
un anillo en la 1linea de contacto entre la membrana
del cascardén y la membrana corio-alanitdica; y apare-
cieron lesiones en forma de placas discretas mds pe-
quefias dentro y al exterior de este anillo., Se lleva-
ron 8 cabo pasadas en serie a temperatura de 322 a
342C., hacia una décimotercera pasada, acumulativa
en la membrana corio-alantdica es decir, incluyendo
las once pasadas del Ejemplo I, y fué en este punto
en que eumentd la titulacién hasta 10%*7 TCID por mi-
lilitro. Las pasedas, paralelas a las pasadas 1ll,a 30,
se trataron con embriones incubados a temperatura de
362 a 382C., y en su mayor parte dieron por resultado
una reduccidn de titulos. A

EJEMPLO IIT
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UTILIZACION DEL VIRUS DE SARAMPION
VIVO ATENUADO ADICIONALMENTE

Bste ejemplo demuestra la utilizacidn délfj
vﬁ.rﬁs de sarempidn vivo atemmado adicionalmente de -
la presente invencidn en los monos. V

Seis monos rhesus, que anteriormente habidn'
demostrado ser susceptibles, al sarampidn, se diviﬁi6+
ron en dos grupos de tres. El primer grupo se inoculd
intramuscularmente con 0.5 centimetros cdbicos de un
fldido de cultivo de 'bejido de embridn de pollo que
se habia inoculado anteriormente, con una suspensidn
al 20 por ciento de la membrana corio-alantdéica infec-
tada, de la décimotercera pasada del Ejemplo II, Los
moﬁos inoculados se colocarbn luego junto con el se-
gundo grupo de monos due congtituyeron un grupo de
control, y se observéron durante un perfocdo de 51
afas,

Ambos grupos de monos permenecieron norma-
les durante el periodo de 51 dfas, los monos inocu~
lados no demostraron reactividad algunz gl virus de
sarempidn vivo atemuado adicionslmente. Durante los
dfas vigéeimo quinto y quincusgdeimo primero, ambos
grupos se probaron para comprobar los anticuerpos .
del sarampidn y los monos inoculadog del primer gru-
po se encontrd que habian desarrollasdo niveles ele-
vados de anticuerpos de sarampidn, mientras que el
segundo grupo de control de monos, estaban exentos
de anticuerpos de sarampidn.

Puede llegarse a la condlusion ragzonable-

mente de lo que antecede due el virus durante la
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trigésima pasada en la membrana corio-alantdica estaba
exento de virulencia as{ como era completamente inma-
nogénico. Por Ultimo se 1llegd a la conclusidn de gue
el virus de sarampidn vivo atenuado adicionalmente
demuestra que tiene un mayor grado de seguridad puesto
que el virus no se disemind hacia el grupo de control
de monos.
EJEMELO IV
DETERMINACION DEL TITULO

Este ejemplo demuestra el medio y el método
due se usan para determinar los titulos del virus.

Los titulos se determinaron utilizanio cul-
tivos de tejido de célula de rifién de mono cercopi-
thecus, dichos cultivos se desarrollaron en tubos es-
tacionarios en un medio que consist{a de una solucidn
de sal equilibrada de Earle, de 0.1 por ciento de lac-
talbimina y 2 por ciento de suero de caballo y después
de 2 'dfas se renovaron con un medio que consistia del
medio 199, sin glutamina conteniendo 1 por ciento de
suero de caballo. Para titular el virus ya sea en una
suspensidén de membrana corio-alantéica o fldido de
cultivo de tejido, diluciones de 10 veces en la solu=-
cién de sal equilibrada de hank y cada tubo de cultivo
ge inoculd con 0.1 mililitros de una solucidén de vi-
rus. Después de 4 a 5 dfas de incubacidn a temperatura
de 3%96., el medio en los tubos se renovd. Durante el
géptimo dfa se caloularon los puntos de extremo segin
ge describe en el Diario Americanc de Higlene de L. Jo
Reed y de H Mumeck, 27, 493 (1938)..

Afn cuando la invencidn se ha descrito y se
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ha ilustrado haciendo referencia a modalidades eséé} '
cificas de la misma, se comprenderd que en sus aspﬁi,
tos més amplios la invencién no espé limitada & die" -
chas modalidades y iue pueden recurrirse a variaeib;'
nes y sustituciones de dichos equivalentes, que que=~ "
den dentro del alcance de las reivindicaclones anexég;
NOTA |

‘ Descrita suficientemenmte la naturaleze del
invento as{ como la manera de reslizarlo en la pric—
tica, debe hacerse constar que las dispoaiciones.anr
‘teriormente indicadas son susceptibles de modifica-
ciones de detalle en cuanto no alteren su principio
fundamental. También se hace constar que el invento
se refiere a una solicitud de patente presentada- en
Nortesmérica con fecha 17 de agosto de 1965, Ser.
mimero: 480.482, acogiéndose, por lo tanto, a los
beneficios que conceden lLos Convenios Internacions—
les en vigor, siendo lo que constituye la esencia
del referido invento y por lo due se solicita Paten=—
te de Invencién por 20 afios en Espafia: "PROCEDIMIENTO
PARA PREPARAR UN VIRUS DE SARAMPION VIVO ATENUADO";
caracterizéndose por lo siguiente:

| l2,~ Procedimiento para preparar un virus

de sarampidn vivo atenuado adicionalmente, caracte=

rizado poriue comprende'introducir un virus de saram-

~ pidn vivo atemuado que se ha adaptado para crecer en

un cultivo de tejido de embridn aviario, y que produ-
ce un elto régimen de reaccidn febril y de erupcidn
en los nifios, hacia la: membrana corio-alantdica de

los huevos aviarios en el évulo, incubar dichos huevos
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a una temperatura de aproximsdemente 35¢C., hasta apro
ximademente 382C., durante un perfodo de tiempo sufi-
ciente para estimmular el crecimiento de dicho virus,
cosechar el virus producido de esta manera, introdu~
5 cir en la membrana corio-alantéica de los huevos avia-
rios en el évulo dicho virue cosechado, incubar dichos
‘huevos a una temperatura de aproximadamente 35C., heg
ta aproximadamente 3896°,.durante un periodo de tiempo
suficiente para estimular el crecimiento de dicho virus,
10, cosechar el virus producido de esta manera, y repetir
las etapas cuarta y quinta un mimero suficiente de ve-
cesg, hasta que se establegca completamente el creci-
miento del virus, cosechar el virus establecido, in-
troducir dicho virus establecido en la membrana corio-
15, alantdéica de los huevos eviarios en el dvulo, incubar
dichos huevos a una temperatura de aproximadamente
282C,, hagta aproximadamente 352C., durante un perio-
do de tiempo suficiente pars estimular el crecimiento
de dicho virus, cosechar el virus producido de esta
20, manera, introducir dicho virus establecido cosechado
hacia la membrana corio-glantdica en los huevos avia-
rios en el 4vulo, incubar dichos huevos a una tempe-
ratura de aproximadamente 28¢C., hasta aproximadamente
35Q6., durante.un perfodo de tiempo suficiente para
25? egtimular el crecimiento de dicho virus establecido,
cosechar el virus establecido producido de esta ma-
nera, y repetir las etapas décimoprimera y décimo-~
segunda un mimero de veces suficiente para producir
un virus de sarampidn vivo atenuado adicionalmente,

30. la antigenicldad del cual es suﬁiciente para producir
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una respuesta inmunogénica.

28,~ Procedimlento, segin la reivindieacign
12, caracterizado porque los huevos aviarios en'el.i:
évulo son huevos de pollo en el Svulo.

38,~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque la Yemperatura de incubacidn-
de las etapas segunda y quinta es de aproximadamente;
354C,, hasta aproximademente 382C,, y la temperat@ra
de incubacidn de las etapas novena y ddcimosegunda,
€9 aproximadamente de 340C,

48 .~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
18, ceracterizado porque el virus de serampidn atemua
do vivo se hace pasar en serie durante un btotal. de -
treinta pasadas para producir un virus de sarampidn
vivo atenuado adicionalmente, la antigenicidad del
cual es suficiente para producir una resistencia in~
munogénica,

52.- Procedimiento, segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque el virus de sarampidn aterms
do vivo se hace pasar a través de un total de once ve
ces para establecer el crecimiento del virus, y dicho
virus establecido se hace pasar diecinueve veces adi~
clonales.

6&.~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
18, caracterizado porque el virus de sarampidn atemug
do vivo es de la cepa Edmoston, de virus de sarampidn
vivo.

T8.~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
1e, caracterizado porque la incubacidn de la dltima

vez se continua hasta que haya un crecimiento sufi-
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ciente de virus, pera producir una concentracidn dvil
del mismo y cosechar un materiel de vacuna que contie-
ne el virus de sarampidn vivo atenuado adicionalmenﬁe
resultante en una concentracidn relativamente elevadu.

88.~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
18, caracterizado pordue se incorpora un estabilizador
en el materiasl de la vacuna ¥y el producto resulitante
ge liofiliza.,

9¢,~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
18, caracterizado porque el virus de sarampidn vivo
atenuado adicionalmente cosechado, de la pasada final
en la membrana corio-clantéica de los huevos aviarios
en el bvulo, se inocula en un cultivo de tejido avia-
rio, que incuba a una temperatura dé aproximadamente
282C,, hasta aproximedamente 379C., hasta que el virus
ge ha multiplicado para producif una concentracidn
dtil del mismo y se cosecha un material de vacuna que
contiene el virus de sarampidn vivo atermado adicional
resultante, en una conoentracién relativamente elevada,

108,~ "Procedimiento para preparar un virus
de sarampidn vivo atenuado"; tal v como queda suetan—
elalmente desdrito en la presente memoria.‘

Egta memoria comnsta de diecisiete hojas es~
critas a mdquina por una sola cara. '

Madrid, 47 A601966
AMERTCAN CYANAMID COMPANY,-
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