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Este invento se refiere a la produccidn d.
cunas que contienen virus de influenza, y en particular
a suspensiones purificadas y concentradas de tales virus.

Se ha conocido que los virus del grupo de la -
influenza, tales como Mixovirus infiuenzae-A., influenzae"
B, o influenzae-C pueden ser hechos orecer por ejemplo,
en un cultivo de tejldo de embridn de pollo, de rifién de |-
mono o de rifién de ternmero, o convenientemente en huevos |
de gallina enbrionados. Los fluidos de cultivo de tejido, |

o fluidos alantoicos, segin son recogidos, contienen can: |

a

tidades considerables de proteinas no virulentas, y se -

’

han desarrollado muchos esfuerzos de investigacidn parasﬁ
crear medios de separar el virus de estos otros materiaQ'
les. Ademds, la concentracidén de los virus debe lograrse
con el fin de crear suficiente antigeno de virus en una -
dosis de vacuna convenisente.
Métodos que utilizan la ultracentrifugacidn,

la abgorcidn con sulfato.de bario, o la precipitacidn -
con sulfato de amonio o disolventes orgdnicos, han sido
sugeridos o utilizados, nor ejemplo, para obtener el vi-
rus en una forma concentrada y preferiblemente purificada,
apropiada para ser utilizada en un& vacuna despuds de —-—
inactivacidén. Sin embargo, la ultracentrifugacidn requie-
re equipos especiales muy costosos, ¥ preferiblemente la
utilizacidén de gradientes de densidad para una satisfac-
toria separacidn, y estos no pueden ser desincrustados -
gin un gasto adicional considereble. Ni la adsorcidn ni -
la precipitacidn son fucientemente selectivas, ya que -~

grandes cantidades de diversas proteinas tienden a ser -

adsorbidas, eluidas o precipitadas juntamente con el vi-
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rus, que es también una sustancia proteinica.

Se ha encontrado ahora que virus del gruﬁﬁv;'
particular de la influenze pusden ser precip%jados cone—
venientemente a partir de suspensiones acuosas crudas -
por medio de didlisis. Inesperadamente, la eliminacidn -
de algunos "materiales cristaloides" reduce la egtabili-
dad del virus de una manera selectiva, haciendo posible
que el virus precipite en primer lugar, y sea separado -
de cstd manera de las otfas impurezas proteinicas subsi-
guientemente precipitadas. En este texto, el término "mﬁu
teriales cristaloidest ha de significar materiales en 1a>
suspensién de virus cruda, que pueden difundirse a tra-;"
vés de una membrana semipermeable. Estos materiales in-
cluyen sales inorgénicasly probablemente impurezas orgd-
nicas de bajo peso molecular, Aparantemente, los materig
les cristaloides influyen sobre la solubilidad de parti-
culas de mayor peso molecular, tales como virus, y su -
cantidad relativa puede estar indicada por la conductiQ;'
dad de la solucidn.

Asi, la separacion conveniente y selectiva y -~
12 purificaci6n del virus se logran por la eliminacidn —
de dichos materiales cristaloides en la cantidad qué hace
posible que las particulas de virus precipiten desde la
solucidn. El virus puede ser recogido entonces en una —-
fracciSn que representa una décima parte a una,cincuenfg
va parte del volumen original con una proporciodn de acti
vidad de virus a proteina aumentada en un factor de al —
menos 10. |

Una mejora adicional puede obtenerse ajustando

la concentracidn de cationes bivalentes en el liquido de
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didlisis, tales como calcio, magnesio, bario, o cobaltoi
hagta un valor dentro de un margen especificado. Se ha -
encontrado que la precipitacidn de los virus es mds com-
pleta, si estos cationes no son eliminados completamente
del medio que contiene los virus,

De acuerdo con el presente invento, por lo tan-

to, en un aspecto, se crea un método para la concentra—-

cidn y purificacidn de los virus del grupo de influenza,-

que comprende dializar un2 suspensidn del virus hasta un

grado suficiente para permitir que el virus forme un pre- | .

cipitado y separe la fraccidn que conbtiene el virus de -

la solucidn flotante. En un aspecto particular, el méto-. |

do, tal como se ha definido anteriormente, comprende aqu';

tar la concentracidn de cationes metdlicos bivalentes en
el 1fquido de didlisis hasta un vhlor desde 0,003 hasta
aproximadamente 0,012 M. En un aspecto adicional, el mé-
todo anteriormente definido se utiliza en el procedimien
to para producir la vacuna que contiene dichos virus de
influenza purificados.

Paera los fines del presente invento se puede -

utilizar cualquier medio de crecimiento apropiado para -

crear la suspensidn inicial del virus, pero se han prefe-—
rido los fluidos alantoicos obtenidos de huevos de galli-
na embrionados. ElL fluido es clarificadoiusualmente por
centrifugacion a baja velocidad (1600 g; g= aceleracidn
de la gravedad) para eliminar le materia en forma de par
ticulas y las células de sangre, antes de la didlisis,

El liquido de didlisis es usualmente agua ajus—
tada con un tampdn a un valor de pH apropiado, que prefe-

riblemente tiene un contenido de cationes metdlicos biva-
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lentes, tal como se define anteriormente. Convenientemen-

.
»

te se puede utilizar agua corriente, cuyo valor de dure-

za corresvonde al margen especificado. Se obtuvieron losg

mejores resultados con una concentracidn ajustada a apro

ximadamente 0,0L M. Los aniones que acompaifian a astos'—-

cationes pueden ser cualquier anidn inocuo, tal como clo-
ruro, sulfato, etec.

Se puede utilizar para la dialisis cualquier -
equipo‘apropiado. En una pequefia escala es satisfactorio
un tubo de celofdn semi-permeable, y en mayor éscala la
méquina denominada del rifién artificial, diseflada origi-
nalmente para purificar la sangre ha sido encontrada cqgi-u
venientemente la utilizacidn, La proporeidn de la super—.
ficie de dializacidn al volumen de 1fquido erz de aproxi-
madamente 1,6 051 en el cast del tubo de celofana, y de
4,5 ci! para 1a miquina de rifién artificial. El agua co-
rriente ajustada a un pH entre 5 y 9 con un tampon de Sg-
rensen es hecha circular fuera de la membrana y se mide o
vigila resgularmente la conductividad de la suspensiodn de -
virus, o cualquier otra propiedad fisica relacionada con
lz conductividad, si es necesario,

El tiempo de la didlisis depsnde de la superfi-
cie de la membrana disponible y de la temperatura de la -
suspengién. Cuando se utiliza el equipo antes mencionado
a la temperatura ambiente, se encontrd que eran adecule-—
das 3 a 4 horas para recuperar més de 80 a 90% de la ac-
tividad de virus del precipitado. Entre tanto, la condue-
tividad de la suspensidn de virus desciende desde la mag-
nitud inicial de 104/pmho/cm hasta el margen por debvajo -

3 ,
de 3 x 10, o frecuenlemente hasia el margen de 2 a 10 -
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veces 10 /umho/cm. EL contenido de cloro del anterior

Wi

fluido alantoico es reducido corréspondientemente desde

4,25 mg/ml hasta 1,3 mg/ml o menos, y es conveniente ob-
servar esto en 1ﬁgar de la conductividad de la solucién,
con tal que se hayan normalizado las condiciones de tra- L
tamiento y se hayan establecido los valores equivalentes | ©

para los dos ensayos. Ia concentracidén de iones caleio y 1
magnesio en la suspensidn pueds ser también vigilada, y
el procedimiento puede ser interrumpido después de unas ..
pocas horas, cuando esta alcanza el equilibrib con la del

1iquido de didlisis., A

“

Se deja reposar la suspensidn después de la did i
lisis mientras tiene lugar la lenta sedimentacidn del vi- '
rus, o preferiblemente es centrifugada para acelerar la -
sedimentacidn, E1l fluido flotante es eliminado acto segui
do, ¥ el depdsito que representa la fraccidn rica en virus
es suspendido de nuevo por medio de un tampbn salino de —
fosfato o de citrato de pH 7 a 8, o con una solucidn al -
1¢% de tripsina en solucidn salina tamponads con fosfato.
El volumen de la solucidn acuosa utilizada para volver a
suspenmder el depbsito de virus es ajusbtado apropiadamente
de manera que la suspensidn de virus purificada pueda re-
presentar todavia al menos una concentracidn de 10 veces
comparadé con el volumen original. El virus ﬁresente en =
el concentrado representa usualmente al menos 70%, y fre~
cuentemente mds de 905 de la actividad original de virus
expresada en unidades de HA (hemaglutinacidn).

Resulta que la sedimentacidn es mds rdpida y -
mds selectiva cuando se ajusta la concentracién de catidn

bivalente del liquido de didlisis tal como se ha sugerido.
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tiene caleio 0,1 M, y puede sef'dejado sedimentar de nug

vo antes de la nueva suspensidn.

Convenientemente,el sedimento de virus preci-
pitado puede ser suspendido de nuevo en ‘tampén de citra-
to de triamonio, que tiene preferiblemente una concentra
¢idn 0,2 M y un pH desde 5,6 a 7,2. Se puede utilizar 1

ml de dicha solucién por cada 10 ml de volumen de la sug

pensidén de virus original, para obtener una concentrse— - | -

cién de 10 veces. El virus suspendido de nuevo puede ser., -

inactivado entonces por medio de agentes quimicos o fisi

cos y puede ser utilizado como vacuna después de experi-

mentacidén aproniada,

El mé%odo de acuerdo con el presente invento —
separe y concentra convenientemente y con rapidez los vi-
rus de influenza por medios simples, sin contaminar la -
suspensidn de virvs con sales u otros agentes, y sin pér-
dida apreciable de actividad de virug., A una gran esda,
el métoda puede llsvarse a cato en dos o mds etapas sepa
radas que proporcionen dos o nds fracciones Que represen-
tan diversos grados de pureza. Las ultimas fraceiones, -
menos preferidas, pueden ser sometidas después & una ul-
terior purificacidn o pucden ser recirculadag al procedi-
mientq.

La vacuna concentrada es ensayada en cuanto &
la actividad y capacidad de'infecoién v se ajusta su con-
centracidn a un valor que cumple las regulaciones estable
cidags. La actividad es expresada usualmente en Unidades -
Internacionales de Hemaslutinacidn, y la potencia de la -

vacuna es el valor por ml, Ia unidad y el procedimiento -
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‘nes por minuto) durante 10 minutos. Después, el flﬁido -,

para llevar a cabo el ensayo han sido definidos en nMr
Report of the Experts Committee on Influenza, 1953" -
(World Health Organisation Technical Report Ne 64). Ta
inactivacidn del virus se efectia usualmente después de
la purifidacién, pero también se puede aplicar el método
de acuerdo con el presente invento después que han sido
inactivadoé los virus en una etapa anterior del procedi-
miento.
Los siguientes ejemplos ilustran el invento.

Eijemplo 1l.- El fiuido alanbtoico gue contiene

-
»

la cepa de Influenza B/ing/66, cultivada en un embridn )

»

de pollo de 10 dias de edad, fue clarificads por centri—*l

fugacidn con ung aceleracidn de 1600 veces la de la gra— |-

vedad en una centrifuga MNultex M.S.E. (a 2500 revolucio-

fué dializado en un tubo "Visking Tubing", (celofan, aid-
metro aproximedo 2,5 cm) suministrado por el Scientific
Instrument Centre, frante a azua corriente a 379C.

8e recogieron muestras a intervalos de una ho-
ra hasta la cuarta hora. Estas fueron centrifugadas igual
que anteriormente durante 10 minutos y se. recogieron des=
pués separadamente los liquidos flotantes y los depldsi--
tos,

Ambas fracciones fueron ensayadas en cuanto a
la concentracidn de hemaslutinina por el micrométodo de
Takatsy normalizado, Tos contenidos totales de proteinas
fueron determinados por el método de Lowry y otros, J. -
Biol. Chem., 1961 193, 265-275, Bl depdsito fue obtenido
a partir de muestras que fueron suspendidas de nuevo hase

ta el volumen de partida original en un2 solucidn salina

-8 -




ensayo,

Se determindé la conductividad de la solucidn

flotante y los resultados fueron los siguientes:

de tampén de fosfato Dulbecco (P,B.S, "A") con fines dg“:uiﬂa

Horas de des- Unidades Internaciona-~ Proteinas mg/ml. Conductividad .

lizarién a 4 les de Hemaglutinacidn ] o/ e
37ec, ml Flotante Deposito

Flotante Depogito Flotante

0 1280 80 4,38 0,135 98 x 10°

2

1 320 320 3,94 0,135 14 x 10

5 1320 640 3,95 0,222 10,5 x 10°

3 320 1280 3,90 0,289 8,4 x 10°

2

4 160 1280 3,74 0,318 7,3 x 10

Testigo 4 ha- 2

ras no dialif- 640 80 4,35 0,106 96 . x 10

zado

20

25

30.

~Précticamente, se recupersd toda la actividad -

de virus en el depdsito, habiéndose eliminado aproximada-
mente 93% de otras proteinas. El factor de purificacidn
era de 14 veces, expresado como el aumento de la propor-
cibn de virus a proteinas. |

Ejemplo 2.~ Se obltuvieron resultados sinilares
cuando se utilizd agua destilada para la didlesis en el
anterior ejemplo 1, y cuando el fluido alantoico de hue-
vos embrionados inoculados con 1a cepa Influenza A/Eng/ -
1966 y el fluido amniotico que contenia la cepa de in--
fluenca ¢ Taylor fueron tratados de acuerdo con el método
del Ejemplo 1.

Ejemplo 3.- Ia influencia tipo A,/Eng/1966 fué
cultivada en el fluido alantoico de huevos embrionados de

11 dias de edad y se coseché dos o tres dfas mds tarde el

-G -
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fluido alantoico infectado, &
2,0 litros de fluido alantoico infectado son
dializados contra agua corriente circulante a la tempera-
tura ambiente por cireculacidn & travée de un serpentin
de doble helice de tubo de didlisis (Rifién de serpentin
desechable de Baster Iaboratories "Chronacoil') que tie—
ne una capacidad de 500 ml y un drea total de 9000 ecm2.
El fluido fue hecho circular a una velocidadde 200 ml/mi-

nuto durante 4 horas., Durante este tiempo 1la conductivie -

hasta 25 x 102 mho/cm, y tuvo lugar la precipitacidn. Ei

nal de solucidn salina tamponada con fosfato que contenia
1% en peso/volumen de tripsina.

El fluido alantoico original tenia una concen-
tracidn de HA de 32 y contenfa 1,25 mg de proteina/ml me-
dido por valoracidn con écido_trioloroacético. El concen-
trado tenfa una concentracidn de 4096 y tenia un conteni-
do de protefnas de 2,5 mg/ml. El rendimiento de virus, me
dido por HA, era de 100% y el concentrado mostrd un factor
de purificacidén de 64 veces.

Ejemplo 4.~ 1,0 litros de fluido alantoico que

contenia influenza tipo An/Eng/66 cultivade como en el -

ijemplo 3, fue dializado tal como se describe durante 3 -
oras. E1 fluido original didé una concentracién de 1024 -
un concentrado de 25 veces, preparado como en el Ejemplo

3, did una concentracidn de 50,000,

Ejemplo 5.- 1,5 litros de fluido alantoico que

contenia virus de imfluenza tipo B/Eng/66, fueron tratados

- 10 -

A
- ENQRER: ;‘S}%

> Ny A
Phistiigires

IE

dido de nusvo en una cantidad de 1/14 del volumen origi- |

+

dad del fluido alantoico descendid desde 65 x 102/umho/cﬁ,:‘

precipitado fue recogido por centrifugecidn y fue suspen%;’
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. Concentradién de Unidades Internacionales Proteinas

catidn bivilente  de Hemaglutbinacion/ml _mg/ml
en el liquido de

_ didlisis,

tal como se describe en el‘Ejemplo 3. Ia didlisis se ereg;
tud durante 3 horas., Ia concentracidn original era de 256
y el concentrado de 20 veces did una concentracién de -
4096.

Ejemplo 6.~ I& suspensidn de virus concentrado
obtenida en los ejemplos 1 2 5 fue inactivada por medio
de formaldehido de acuerdo con méfodos conocides, y fue
ajustada hasta una concentracidn de 2.500 a 5000 unidades|.
HA/hl.:Las vacunas creadas de esta manera mostraron ser -
fatigfactorias en la experimentacidn,

Ejemplo T.- Se realizaron experimentos adicio-.
nales de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1, |
siendo ajustado el liquido de didlisis para tener una —- '
cierta concentracidn de catidn metdlico bivalente. Los -

resultados fueron tabulados de la siguiente manera:

Flotante  Depdsito Flotante Depdgito

0,01l
0,0051

0,01 Mg ** 4 - 256 2,01 0,35
0,01H Pa*? 15 128 1,79 0,24
0,01l o™t 8 256 2,11 0,31

e Tt 32 1024 1,1 0,13

catt 33 1024 1,09 0,13

L

25

30

Se utilizaron calcio, magnesio y bario en forma
de cloruro para ajustar el liguido de didlisis, y el cobal]
to en forma de un sulfato.

Ia presente solicitud que corresponde a la pre-
sentada en Gran Bretafia, con fecha 21,de Febrero de 1967,

bajo en nimero 8232/67, se acoge & los beneficios del Ar-

- 11 -
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ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Fropiedad Indusvrizly

~NOT A -

Los puntos de invencidn, propia y nueva, que -j-

se presentan para que sean objebo de esta solicitud de -- ..

4

Patente de Invencidn en Ispafia por VEINTE afios, son los
siguientes:

1.~ Un método para la concentracidn y purifi-
cacidn de los virus del grupo de la influenza, que com=
prende dializar una suspensidn del virus en una cantidad
suficiente que hace posible aue el virus forme un preci-
pitado y separe la fraccidn que contiene el virus desde
la solucidn flotante.

2.~ Un método ds acuerdo con la reivindicacidn
1, que comprende ajustar la concentracidn de cationes -
metdlicos bivalentes en el liquido de didlisis hasta un
valor desde 0,003 hasta aproximadamente 0,012 IM.

3.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
2, en que la concentracidn de cationes metdlicos bivalep
tes es 0,1 M, |

4.- Un método de acuerdo con une cualquiera de
las reivindicaciones 2 & 3, en que el catidn metdlico bi-

valente es calcio, magnesio, bario o cobalto, o und mez-

- 12 -
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cla de los mismos.
5.~ Un método de acuerdo con 1a reivindicééiég
4, en que el catidn es calcio.
6.~ Un método de acuerdo con una cualquiera de
lag reivindicaciones precedentes, en que la conductivi-

dad de la suspensidn es reducide hasta un margen infe--

rior a 3 x 10° mho/en. 1:

7.- Un método de acuerdo con la reivindicacidn
6, en gue 1a conductividad de la solucidén es reducida - .|

hasta un valor de 2 a 10 x 102/umho/cm. ;

0.~ Un método de acuerdo con una cualquiera de.’

Y

las reivindicacliones precedentes, en que el contenido dgf{

-

cloruro de la suspensidn es reducido hasta 1,3 mg/ml o
menos.,

9.- Un método de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, en que la suspensidn -
de virus es un fluide alantoico obtenido a partir de hue-
vos infectados enbrionudos, 7

10.- Un nétodo de acuerdo con la reivindicacidn
9, en que el fluido es clarificado por centrifugacion a b
baja velocidad antes de la didlisis.,

11l.- Un método de acuerdo con una cualquiera -
de las reivindicaciones preoedeﬁtes, en que la didlisis
se lleva a cabo en una sdquina de rifion artificial.

12.- Un método de acuerdo con una cualquiera -
de las reivindicaciones pregedentes, en que el precipita-
do separado es lavado con una golueidn que contiene un -
catidn metdlico bivalente, tal como calecio, y es separa-

do.

13.~ Un nétodo de acuerdo con und cualjulera

-13 =
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de las reivindicaciones precedentes, en que el.precipi%g
do separado'o lavado es suspendido de nuevo en un ‘tampdn
que contiene citrato de triamonio.

14.~ Un método para la preparacidn de vacunas
contra enfermedades causadasg por los virus del grupo de
la influenza, que comprende las operaciones reivindica-
das en una cualquiera de las reivindicaciones 1 & 13, se |
inactive el virus antes o despuds de la didlisis por me-
dios de por si conocidos y se presenia el virus inactivac

do en un vehiculo farmaceuticamente aceptable, B

15.- Un método de acuerdo con la reivindicacidn

14, en que la inactivacion se realiza con formaldehido. - |

16.~ Un método para la preparacidn de vacunas
contra enfermedades causadas por log virus del grupo de
la influenza, que utiliza una cepa atenuada del virus, -
que comprende las operaciones reivindicadas en un2 cual-—
quiera de las reivindicaciones 1 a 13, y presenta la sug
‘pensidn de virus concentrada en un vehiculo farmzceutioa
mente aceptable,

17.= Un método de acuerdo con una cualquiera -
de las reivindicaciones 14 a 16, que utiliza una cepa de

M.Influenzae—~4 0 M-TInfluenzae~-,

18.~ Un método para la concentracidn y purifi-
cacidn de los virus del grupo de 12 influenza.

Tal y com6 se ha descrito en la Nemoria que -
antecede, y para los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de catorce hojas escritas

a mdquing por una sola de sus caras.

Maarid,

- 14 -
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