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21 invento concierne a un procedimiento mejora-;
do para la preparacién de una vacuna conira la poliomieli;
tis establé, que ha de ser administrada oralmente.

Log virus de polio atenuades son muy inestables
Y pueden ser almacenados solamente en estado congelado. -
A la temperatura de 4 a 62C. de almacenamiento usual pa=
ra vacunas, las vacunas orales contra la polio son inac-
tivadas sin embargo rdpidamente. Por lo tanto no han falw-:
tado ensayos de preparar vacunas conitra la poliomielitis ;
estables que han de ser administradas oralmente, que tam-;
bién sean estables a temperaturas por encima de 09C. As{, .
los virus de poliomielitis atenuados fueron mezclados con -
gelatina molida no hidratada y fueron metidos en cdpsulas,
aplicados sobre ndcleos de azicar vy secados, mozclados E
con peptonas, mezclados con sales de cationes divalentes
o con sal de aluminio. Sin embargo, estas medidas no han
podido impedir la disminucién gradual de la actividad de
las vacunas orales contra la poliomieliltis a temperaturas
de 4 a 62C,

Ctra nueva razén de la disminucidn de la acti-

vidad consiste en que los virus de poliomielitis atenuados

son adsorbidos desde la solucidén sobre las paredes de vi-.

1 drio. Bsta adsorcidén es aumentada todavia mds por agita--

cibén, por ejemplo durante el transporte, y puede conducir

en un tiempo muy corto a una amplia inactivacidn de la -

D vacuna.

Se ha encontrado ahora un procedimiento mejora-
do para la preparacién de una vacuna contra la poliomieli -
tis para ser administrada oralmente, que orilla las des-

ventajas antes descritas. Bl procedimiento estd caracteri
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- zado porque a virus de poliomielitis atenuados obtenldos

" que se afiaden preferiblemente caseina en una concentra-~-

o
i, -

de manera de por si conocida se aflade tampén de fosfato
de valor de pH 4,5 a 7,0, preferiblemente de 6,7, con ~-

una molaridad de 0,001 a 3,0, preferiblemente 0,3 M, al

cién de 0,01 a 10,0, preferiblemente 3,0% o hidrolizado
de albimina ldctea o hidrolizado de casefna en una con--
contracién de 0,6 a 10,0y, preferiblemente de 1,0%, refe

rida a la cantidad total; o iones de metales alcalinos,

por ejemplo iones de sodio o potasio, en una concentra--

cidn entre 0,2 molar y la concentracién de saturacién, -
preferiblemente 2,0 molaxr.

En calidad de tampén de fosfato se comsideran

ipreferiblemente el tampdn de McIXIvaine (hidrogenofosfato

disédico/dcido citrico) o tampén de Sérensen (dihidroge-
nofosfato potdsico/hidrogenofosfato disédico). También -
son apropiados otros sistemas de tampdn gue contienen —-
fosfato tales como dihidrogenofosfato potdsico/hidréxido
sédico; hidrogenofosfato disddico/dihidrogenofosfato sé-
dico asf como los tampones de Dritton y Noblnson, dg Da-
vies y de Teorell y Stenhagen.

La utilizacién de tampdn de fosfato, o de io~--
nes de metales alcalinos aumenta la estabilidad de la va-
cuna contra la poliomielitis a temperaturas por encima de
00C.; la adicién de caseifna, hidrolizado de caseina o hi-
drolizado de albimina ldctea impide ademds la adsorcién -
de los virus de polio sobre las paredes del reciplente o
puede hacer retroceder de nuevo una adsorcién que ya haya
tenido lugar.

Bjemplos: Los ensayos descritos en los siguien-

o
- -
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tes ejemplos se realizaron con suspensiones acuosas de -7
virus de poliomielitis atenuados y vivos de la cepa Sa-
bin tipo I y mezclas de los tipos I, II vy III (vacuna -
trivalente). Los ensayos fueron evaluados por valoracidn
o titulacidén del contenido de virus en tubitos de culti
vo de tejidos, y se dan en DICT50 (dosis infecciosa de
cultivo de tejido de 30%). A partir de las muestras se
prepararon para la valoracidn series de dilucidén con el
factor 10. Como medio de dilucidén se utilizé TCM 199 --
(medio de cultivo de tejido 199) (MORGAN, J.F,, HORTON,
H.J. v PARKER, R.C., 1950, Nutrition of animal’ cells in
tissue culture. L. Initial studies on a synthetic medium;
Proc. Soc. Exper. Giol. & Med. 73,1 - 8). 10 tubitos fug_f
ron llenados con porciones de 1 ml. de cada una de las -
etapas de dilucién, fueron incubados a 352C., y fueron
comprobados en el séptimo dfa. Los titulos o concentra-
ciones de virus fueron calculados de acuerdo con DEED y
MUENCH, Am. J. Hyg. 27, 493 (1938). En los ensayos de -
agitacién las mucstras fueron agitadas durante 12 a 14
horas con una frecucncia de aproximadamente 100 por mi-
nuto, siendo la temperatura de la atmdsfera circundante
de &t a 1690, ;
Ejemplo 1: Una vacuna oral de polio trivalen-~

te {tipos I, II y ITX) fue mezclada con tampén de fosfa
to segin Sérensen (pll 6,7) hasta una concentracién final .
de 0,5 moles/litlro; a cada una de las muestras de cesta
solucién se afladieron 1¢ de hidrolizado de albimina ldc-
tea, 1t de hidrolizado de caseina y 5% de caseina. Todas
las muestras fueron agitadas mecdnicamente durante 12 ho
ras a 4-G2 C. junto con una muestra testigo. Otra mucs—-

- -
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tra testigo fue mantenida inmévil a la misma temperatu-

ra. Después de transcurrir 12 horas se obtuvieron los -

sipuientes resultacdos:

Concentracidén de virus

(DICTSO)
Tipo I Tipo II Tipo IIXI
1 Testigo, mno 6 5 6
{agitado 2,5 x 10 8,0 x 10 1,6 x 10
| Testi i x 108 5 bz 100
: go agita- 0,2 x 10 4,0 x 10 o,k = 10
J1do Adsorcidén | Adsorcidn Adsorcién
9z 505 7555

14+ tamps o N 5 6
: ampon de fog 2,7 x 10 3,2 x 10 1,7 x 10
| fato Adsorcién Adsorcién Adsorcién

pH 6,7;0,5 moles| 0% 053 0%
14 tampén de fos- 6 o 6
| fato 2,6 x 10 8,1 x 10~ 1,6 x 10
|pH 6,7;0,5 moles
|+ 19 de hidroli-

zado de albvmina| Adsorcidn Adsorcidn Adsorcién

lédctea o 0¢. 052

4+ tampén de fos- =

fato 6,7 pll 6,7 | 2,25 x 106| 7,6 x 107 1,6 x 106

0,5 moles

+ 1t/ de hidroli-| Adsorcidn | Adsorcidn Adsorcidn

zado de caseina 10¢, 5¢5 0l

1

+ tampén de fos-| 2,4 x 106 7,8 x 107 1,5 x 106

fato pIl 6,7; 0,5

moles + 5 de cal| Adsorcidén | Adsorcién Adsorcidn

seina Iy, 2,54 6%
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L1l ensayo muestra que los virus son adsorkidos

. pox agitacibén hasta 92, 506 v 75%, pero que sin embargo

la adsorcién es evitada de manera amplia o completa pox

medio de las medidas de acuerdo con el invento.

gEjeﬁplo 2 (almacenamiento)

Se prepard una vacuna oral contra lapplio tri-

valente, que contenfa 1,09 de hidrolizado de albdimina --

+ 14ctea y tampén de fosfato 0,3 molar, de pH 6,7. Ademds

se prepard una vacuna oral contra la polio trivalente --
igual sin hidrolizado de albdimina l4ctea ni tampén de ==
fosfato. Ambas vacunas fueron comservadas a +42C durante
6 meses. Al comienzo, después de tres meses y de sels ne

ses se determind el contenido de virus en ambas vacunas.

Vacuna con hidrolizado de albimina ldctea y tampén de
fosfato

Concentracién de virus (DICTyq)

Tipo I Tipo IT Tipo III

Valoxr de parti-
da al comienzo 2,5 x 10
del ensayo

6 8,2 x 100 | 1,5 x 106

despuéds de 3 mg

ses 2,0 x 108 8,1 x 107 1,h5 x 106
después de 6 me 6 « 6
|ses 2,55 x 10 8,25 x 102 | 1,5 x 10
Pérdida después

de G meses ———— —— ———
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Vacuna sin aditivo
Concentracidn de virus (DICT§O)
Tipo I Tipo II Tipo III
EValor de partida al 6 5 6
|comienzo del ensa- | 2,4 x 10 8,2 x 10 1,5 x 10
J7e
6
después de 3 mescs 1,1 = 10 2,5 x 105 h,0 x 107
p 51 o I L
después de 6 uescs | 1,2 x 10 8,0 x 10 3,0 x 10
|Pérdida despuds de , ,
6 mecses 80% 89,8 81,29

De este ensayo se desprende que una vacuna que

* gonticne hidrolizado de albdimina ldctea y tampén de fos-

! fato permanece estable durante todo el periodo de obser-~

vacibén de 6 meses, micntras que una vacuna sin estos adi

tivos ha perdido casi toda la actividad,

Ejemplo

Muestras de viras oral de polio del tipo I fue

. ron mezecladas con cloruro de sodio hasta una concentra-—-

" cidn final de 2 noles o com cloruro de potasio hasta una

" concentracién final de 1,5 moles, fueron agitadas de ~--

-

acuerdo con el ejemplo 1 v el contenido de virus fuc de-

terminado antes y después de la agitaciém.
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Contenido de virus en DICT50
Aditivos Tipo I

antes de la después de la

agitacidn agitacidn Férdidas
sin (testigos) 6,3 = 105 9,0 x 10%  |aprox.8ls

B

2 moles de NaCl 6,4 = 10° 6,0 x 107 aprox. G
1,5 moles de K 5 .
KC1 6,4 x 10 3,9 x 10 aprox.39¢

De este ensayo se desprende que tambidén por adi
cién de sales de cationes monovalentes se disminuye consi
derablemente la adsorcién del virus oral de polio sobre -.

el virus.

La presente solicitud, que corresponde a la pre

: sentada en la Repiblica Tederal Alemana, el 5 de septlemw

|
1

!

bre de 1967, bajo el ndmero B 94296 IVa/30h (ahora 16 17
356.1) se ncoge a los heneficios del artfculo 31 del vi--

gente Lstatuto sobre Propiedad Industrial.

N OoOTA

Los puntos de invencién propia y nueva que se
pPresentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa--

tente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los -

sigunientes:




le.~ Procedimiento mejorado para la prepari
cidn de una vacuna contra la poliomielitis estable que ha

de ser administrada oralmente, caracterizado porgue a una
b

5 Vacuna a base de virus de poliomielitis atenuados prepara-
{

1

;da de manera de por si conocida se ailade: a) tampdn de fo

i

£
! i
‘fato de pH 4,5 a 7,0, preferiblemente de 6,7 con una mola%
; !
‘ridad de 0,00L a 3,0 M, preferiblemente 0,3 M; o b) ionesg

;de metales alcalinos en una concentracidn entre 0,2 molar

4

I
‘y la concentracidm de saturacibn, preferiblemente 2,0 molar.

o : : _ e v . i
10 ' 22,- Procedimiento segin la reivindicacidn

13, caracterizado porgue a la vacuna de poliomielitis que

contiene el tampdn de fosfato se afiade caseina en una con-

: . » v .

tcentracion.de 0,01 a 10,00, prereriblemente de 5,0y o, hi-
I ' ) - ; 4
drolizado dg alblmina lietea o hidrolizado de caseina.en 3
; . .\ 1 e

15 ° ‘una concentiacidn de 0,6 a 10,0%, preferiblemente de 1,0

referido a la cantidad total. :

39.,~ Procedimiento mejorado para la prepa-

.

H

i

i

i

1

‘racibn de una vacuma contra la poliomielitis. i
!

Tal. y como se ha descrito en la Mewmoria que |

{

2¢ ‘antecede, y con los fines que se han especificado. ‘

‘ La presente lemoria consta de nueve hojas es

i

critas a miquina por una sola cara.

iladrid

1 9 NOV. 1969 i
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