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Esta invención se refiere a la propagación de 

células eucarióticas en un sistema de cultivo, y al desa­

rrollo de microorganismos, tales como virus, en células de 

mamíferos y humanas.

5 Es sabido que una variedad de cultivos de célu­

las, especialmente las de origen animal o humano, pueden man
¡
j tenerse en forma de monocapas sobre la superficie lisa de

un soporte sólido, por ejemplo bandejas de Petri, frascos 

de vidrio, o tubos. En cuanto estos cultivos se hacen "con 

10 fluentes", es decir se forman una capa unida de espesor uni­

forme, pueden introducirse un virus en el medio liquido que 

cubre las células, y el cultivo puede usarse para la propa­

gación de los virus en el sistema de monocapa. Muchos tipos 

de células pueden desarroparse además, ventajosamente, en sus 

15 pensión, es decir una dispersión sustancial en el medio nu­

triente, y puede adaptarse también la misma técnica a la pro­

pagación ge virus en células en suspensión. El aparato para 

este objeto comprende usualmente un recipiente ó depósito 

cerrado con medios adeouados de agitación, control de facto- 

20 res ambientales, por ejemplo pH, pOg, suministro de sustan­

cias nutrientes, eto. (véase B.P.S.1 090 753).

En el sistema empleado convencionalmente, por 

ejemplo para desarrollar linajes de células en cultivo de sus­

pensión, las células son mantenidas en un estado sumergido y 

25 agitado en el medio, y son sedimentadas por gravedad cuando
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se ha alcanzado el máximo de concentración. El medio es 

separado después por decantación, y las células son pues­

tas de nuevo en suspensión en un medio reciente que también 

puede llevar un germen de virus. Después del período de 

crecimiento del virus, determinado por observaciones del 

efecto citopático de las células, la cosecha se hace pasar 

usualmente a través de un filtro, y después a través de una 

membrana esterilizante de bacterias, para obtener una diso­

lución que contiene virus libres desprendidos por las oélu- 
las rotas.

Una dificultad con los cultivos en suspensión 

de células de mamíferos en gran escala es que el burbujeo 

de aire a través del medio a alto caudal puede perjudicar 

a las células, aunque se requiere continuamente una cierta 

cantidad de suministro de oxígeno para oonseguir un desa­

rrollo óptimo. Otras dificultades son que la sedimentación 

de las células es un proceso que exige tiempo (aproximada­

mente 24 horas), las células sedimentadas pueden estar expues 

tas a un medio ambiente desfavorable en términos de pH y 

factores nutricios, y sólo puede separarse por drenaje el 

95% del medio usado sin riesgo de perder una cantidad impor 

tante de las células. Además, durante la filtración de la 

cosecha de virus, los desechos asociados a las células ejer­

cen un efecto de relleno de poros sobre el medioj de filtra­

ción, y, para conseguir una filtración de acción esterili-
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zante, tiene que ser baja la proporción de volumen filtrado/ 

área de filtración. Esto puede causar pérdidas importantes 

(hasta el 50%) de antigeno viral, a causa de la absoroión 

de virus, tanto sobre el medio filtrante, particularmente 

5 si contiene amianto, como sobre los desechos celulares re­

tenidos. Además, el filtro-prensa de grandes planchas ver- 

t icales que se requiere para dar una filtración adecuada
!
i causa usualmente pérdidas importantes de volumen, y, al no

ser un sistema cerrado herméticamente, el goteo conslguien- 

10 te constituye un peligro serio de enfermedad.

Por lo tanto, un objeto de la presente invención 

es proporcionar un sistema con el que pueden evitarse sus- 

tanoialmente las desventajas anteriores. Preferiblemente, 

el sistema ha de ser aplioable a células tanto del tipo de 

15 monocapa como de suspensión, y ha de adaptarse al crecimien

to de virus para la producción comercial de vacunas.

Se ha comprobado ahora que pueden desarrollarse 

oélulas ventajosamente en un cuerpo o lecho de soporte sóli 

do, que o bien es poroso o está en un estado de partíoulas 

20 que da suficientes vacíos o cavidades interiores para inmo­

vilizar y desarrollar las células, y para permitir que los 

medios líquidos pasen a través del soporte sólido e inter­

actúen sobre las células.

Por lo tanto, según la presente invenoión en 

25 uno de sus aspectos, se proporciona un sistema de cultivo
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de células, que comprende células eucariótioas vivas, tales 

como los de origen humano o animal, o micofitos dispersados 
en un cuerpo o lecho de soporte sólido, soporte que consta 

de un material poroso o en partículas capaz de retener las 

células, permitiendo al mismo tiempo que los medios líqui­

dos pasen a través de dichas células o tengan contacto con 

ellas.

El soporte puede proveerse convenientemente en 
f orma de un lecho filtrante, y puede constar de materiales 

naturales o sintátioos, por ejemplo, silicatos del tipo de 

tierra de diatomeas, vidrio, o partículas de polímeros.

Para este fin pueden ser convenientes, por ejemplo, varios 

coadyuvantes de filtración de la tierra de diatomeas, tales 

como kieselguhr, tierra de infusorios y en particular dia— 

tomita. Otros materiales que pueden usarse incluyen la la­

na de vidrio, las compresas celulósicas, perlas de nylon o 

de poliestireno. Todos estos materiales son virtualmente 
insolubles y sustancialmente inertes desde el punto de vis­

ta biológico.

El tamaño de los poros, o el espacio disponible 

para el crecimiento de las células dentro de un lecho de 

materiales en partículas, puede elegirse adecuadamente y 

ajustarse a las necesidades. Frecuentemente es ventajoso 

seleccionar un "tamaño de retención", que indica]la capaci­

dad filtrante del material que retendría de modo efectivo
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las células pero permitiría caudales rápidos de paso para 

líquidos. Así pues, pueden usarse convenientemente tierras 

de diatomeas con características comprobadas de retención 

de partículas de 0,1 mieras a 2,00 mieras, preferiblemente 

5 entre 0,2 mieras y 1,2 mieras, por ejemplo alrededor de 0,4

mieras a 0,6 mieras. Los materiales son tratados de modo 

adecuado para eliminar las impurezas y las fuentes de infec-
!
j cion, y se clasifican y fraccionan según su tamaño de par­

tícula y otros requerimientos.

10 Puede usarse más de un tipo de material de so­

porte para constituir un soporte adecuado para las células. 

Así, un sistema de lechos múltiples puede ser ventajoso pa­

ra aumentar la retención de partículas, y puede comprender 

por ejemplo capas consecutivas de material con tamaños de 

1$ retención reconocidos de 0,5, 0,2, 0,5 y 1,2 mieras,

desde la placa o filtro de soporte perforado básioo hasta 

la parte superior. Si se usa una sola capa, puede tener 

que proporcionarse aún a la misma una capa superior adicio­

nal de bajo tamaño de retención, por ejemplo 0,2 mieras,

20 inmediatamente antes de la filtración final, para aumentar

la retención de las partículas menores.

En el sistema de cultivo según la presente in­

vención puede incorporarse cualquier tipo de célula adecuada 

para crecimiento, bien en monocapas o en suspensión. Los 

25 tipos de células a este respecto incluyen los cultivos de
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células primarios y secundarios, y los linajes o capas de 

células diploides y heteroploides de origen mamífero o hu­

mano. Son particularmente adecuadas a este fin, por ejem­
plo, los conocidos linajes de células de riñón de cerdo IBRS2 

o el linaje de células de riñón de cría de hámster clone 21 

(BHK21). En el caso de células que sólo pueden desarrollar 
se y usarse en monocapas, el sistema de cultivo es eminente 

mente adecuado para todas las fases de desarrollo, y también 

para la propagación subsiguiente de microorganismos, tal co­

mo virus. Otras células que pueden propagarse de modo efi­

ciente en oultivos en suspensión pueden ser tratadas prime­

ro de esta manera, y después ser incorporadas en el siste­

ma de cultivo según la invención, con el fin de la propaga­

ción y recogida del virus. Por lo tanto, en un aspeoto par 

tioular, el sistema de cultivo antes definido comprende tam 

bién células infectadas con microorganismos, tales como vi­

rus a los que las células son susceptibles. Naturalmente, 

pueden aplicarse también otros tipos de euoarióticos, por 

ejemplo microfitos tales como las levaduras, al soporte se­

gún la presente invención, en un medio nutriente apropiado.

Para servir de soporte al sistema de cultivo pue­

den usarse, por ejemplo, filtros tipo de presión horizonta—

les, pero es conveniente usar un filtro de presión Calmic
}

de plaoas horizontales de gran rendimiento, tal como el fil­
tro Calmic de tipo 45-S-9 E, fabricado por Calmic Engineering
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LtcL., Crawe. Este filtro comprende nueve unidades de pla­

cas horizontales, cada una de 45 cm de diámetro, que tienen
2un área total de filtración de 1,26 m . Cada unidad de pía 

ca comprende una placa perforada de acero inoxidable asen- 

5 tada sobre una placa ondulada de acero inoxidable. Durante

el uso puede emplearse una lámina de soporte, por ejemplo 

de papel o rayón, sobre la placa perforada, para sujetar 

el lecho filtrante.

j En la preparación del lecho de cultivo, pueden

10 bombearse sucesivamente suspensiones de las calidades apro­

piadas del material de soporte, a partir de un recipiente 

conveniente y a través del filtro de placas, con lo que el 

soporte es retenido sobre la placa. Para cada placa, la 

suspensión es recirculada varias veces hasta que el líquido 

15 de filtración es transparente, dejando el espesor requerido

de lecho de soporte sobre la lámina de soporte o capa ante­

rior, que por ejemplo puede ser de aproximadamente 8 mm a 

20 mm, preferiblemente 10 mm a 14 mm, y lo más preferiblemen 

te 12 mm.

20 Usualmente, una capa aislada consta de material

que tiene un tamaño de retención reoonocido de partículas 

relativamente grande, por ejemplo 0,75 a 2,0 mieras, prefe­

riblemente 1,2 mieras, y, en el caso de un sistema de lecho 

múltiple, las capas subsiguientes son de un tamaño de reten- 

25 ción de partículas relativamente pequeño, por ejemplo 0,1 a
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0,75 mieras, y convenientemente 0,2 a 0,5 mieras.

El recipiente de cultivo puede ser del tipo con 

vencional, provisto de un agitador y de medios para medir 

y controlar el pH, la temperatura, y para introducir aire 

5 u oxígeno para airear el medio. Puede estar provisto tam­

bién de un electrodo de oxígeno, que mide la tensión de oxí­

geno disuelto en el medio de cultivo y por tanto puedo usar­
se como se describe más adelante para determinar la duración 

del período de desarrollo del viruso

10 Puede usarse cualquier medio de cultivo conoci­

do como adecuado para el crecimiento de las células y/o de 

los micrororganismos, por ejemplo virus asociados con las 

células, tales como Medio Basal Eagles (Science. 122, 501 

(l955)t o Medio de Eagles modificado (Virology, 16, 147

15 (1?62). Los medios pueden contener también, por ejemplo,

10% en vol./vol. de suero bovino para el crecimiento del 
linaje de células en suspensión BHK21, y una proporción re­

ducida de suero, por ejemplo 1% de suero, para el crecimien 

to de virus de la glosopeda sobre este linaje de células.

20 La glosopeda (denominada aquí en adelante ÍM0)

es causada por una variedad de tipos de virus antígenamente 

distintos, varios de los cuales pueden encontrarle en regio­

nes particulares. Por ejemplo, los tipos 0, A yiC se dan 

en Europa y Sudamérica, los tipos SAT1 , SAT2 y SAT3 se dan 

25 en Sudáfrica, y los tipos 0, A, Asia I y SAT1 se encuentran
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en el Próximo Oriente. Las capas siguientes de Tirus de 

FMO se han encontrado hasta ahora adecuadas para el desarro­

llo según la presente invención: A Pando, 0 BFS 1860, SAT1

Rho-5/66, SAT2 Swz. 1/69 y SAT3 Bec 1/65.

La invención puede ponerse en práctica de dos 

maneras, que dependen de si el sistema de células ha creci­

do en un cultivo en suspensión o en monocapa. En el primer 

caso, las células son propagadas en cultivo sumergido en 

um< recipiente agitado del modo convencional, y filtradas 

y retenidas sobre el lecho cuando las células han alcanzado 

su concentración máxima. Por otro lado, las células que 

sólo son adecuadas para el cultivo en monocapa pueden ser 

propagadas ventajosamente dentro del sistema de cultivo.

Así, en el último caso, el medio de desarrollo apropiado en 

el recipiente de cultivo puede ser inoculado con un germen 

de cé-lulas, y después ser hecho circular inmediatamente 

a través del lecho de soporte previamente preparado, con lo 

que las células son embebidas e inmovilizadas dentro del 

lecho. El medio de cultivo se hace circular después conti­

nuamente durante todo el período de desarrollo de las célu­

las. En ambos tipos de casos puede añadirse después al re­

cipiente de cultivo un medio adecuado para el crecimiento 

del virus, y las células ser inoculadas con el virus. El 

medio se hace circular de nuevo continuamente a través del 

lecho, de modo que el virus puede propagarse en las células
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embebidas en el lecho de soporte* En cuanto el virus rompe 

las células, los desechos formados con ello quedan en el

cimiento de las oélulas dentro del soporte, el desarrollo 

puede vigilarse fácilmente por medio de la utilización de 
glucosa* El período de crecimiento del virus puede deter­

minarse indirectamente de los valores tomados del electrodo 

de oxigeno, que dan la tensión de oxígeno disuelto fpOg) 

en el medio de cultivo. Así, en las etapas iniciales del 

oultivo del virus, la absorción de oxígeno por las células 

metabolizantes es mayor que la velocidad de disolución de 

oxigeno en el medio de cultivo, y por consiguiente desciende 

la pOg del oxígeno disuelto. A medida que mueren células 

como resultado de infección por virus, hay una demanda de 

oxígeno continuamente decreciente para el metabolismo celu­

lar, que finalmente es menor que la velocidad de disolución 

de oxígeno, de modo que la pOg de oxígeno disuelto aumenta. 
Por lo tanto, este cambio puede usarse para la vigilancia 

y control de la etapa de propagación del virus, y se ha en­

contrado que es ventajoso recolectar el cultivo de virus 

cuando la pOg de oxígeno disuelto en.el medio de cultivo 

está en equilibrio aproximado con el valor de pO- para las

lecho de soporte, y el virus es puesto en en el
medio.

Aunque no puede observarse directamente el ere-

condiciones de saturación del aire.
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La secuencia general de las operaciones en la 

práctica de la presente invención, tal como se ilustra por 

las células capaces de crecer en cultivos en suspensión, 

es orno sigue. El cultivo de células se inicia en el reci­

piente agitado del modo normal, siendo el pH del medio de 

aproximadamente 7,4 y la temperatura de aproximadamente 

35°C en la mayoría de los casos. Después se prepara un le 

cho de soporte "bombeando una suspensión acuosa de los gra­

dos apropiados de material de soporte, por ejemplo tierra 

de diatomeas, sucesivamente, a través de un filtro apropia 

do, que trabaja preferiblemente bajo presión, y el sistema 

es esterilizado y mantenido en este estado hasta que se re­

quiere. Cuando las células han alcanzado su concentración 

máxima, el cultivo de células se hace pasar a través del 

lecho a un caudal de aproximadamente 20 litros/minuto, con 
ló que la mayoría de las células son inmovilizadas en el 

lecho de soporte. El medio de cultivo, y cualquier célula 

no atrapada de este modo, son bombeados de nuevo al reci­

piente de cultivo y circuladas de nuevo a través del filtro, 

hasta el momento en que se encuentra que menos del 10% de 

las células, preferiblemente menos del 5%) está atravesando 

el sistema. Esto puede determinarse indirectamente por re­

cuentos celulares a intervalos repartidos en toda la etapa 

de recirculación, con muestras tomadas del líquido de fil­

tración en cuanto sale del filtro. El líquido de filtra­

ción es bombeado después al desagüe, dejando, no obstante,

2 O-JUg—
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las células cubiertas por el medio retenido en ejl filtro, 

hasta que se comienza la etapa de desarrollo del virus.

Con el fin de que el virus se desarrolle, se 

introduce, y se hace pasar a través del sistema de culti- 

$ vo de células, un nuevo medio, usualmente con una composi­
ción diferente. Después puede introducirse un virus de 

siembra apropiado, al que las células son susceptibles, pa­

ra infectar el cultivo. Una vez que las oélulas se rompen 
por la población de virus multiplicada, es decir que ha te- 

10 nido lugar el efecto citopático, queda en libertad un gran
número de virus, y son arrastrados por el medio.

El medio que contiene las partículas de virus 

separadas de este modo de los desechos celulares puede ser 

almacenado a continuación, o preferiblemente ser sometido 

1$ a filtración, extrayendo del medio cualquier contaminación
bacteriana. El antígeno viral puede ser desactivado des­

pués con un agente desactivador adecuado, tal como formal- 

dehido, o, especialmente, acetiletilemina, y ser incorpora­

do en una vacuna, que preferiblemente comprende un coadyu- 

20 vante tal como hidróxido de aluminio, combinado ventajosa­
mente con saponina.

Por tanto, la invención proporciona, en otro 

aspecto, un procedimiento para preparar y mantener un sis­

tema de cultivo de células, tal como se ha definido ante- 

25 rioimente, que comprende las operaciones de
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(a) preparar un lecho de soporte a partir de 

una suspensión de material poroso o en partículas,

(b) aplicar una suspensión líquida de células 

eucarióticas al lecho,

5 (c) permitir que se establezcan por sí mismas
las células retenidas en el lecho,

(d) hacer circular medio nutriente a través del 

lecho, con lo que se suministran sustancias nutrientes a 

las células, y los productos metabólicos y de degradación

10 s on extraídos en el líquido que sale del lecho.

En particular, el procedimiento comprende tam­

bién las operaciones adicionales de

(e) infectar las células con un microorganismo 

al que son susceptibles las células,

15 (f) cultivar el microorganismo en un medio nu­
triente,

(g) separar el microorganismo de los desechos 
da las células, y

(h) si es necesario, eliminar la contaminación

20 bacteriana por filtración.

El procedimiento es especialmente adecuado para 

desarrollar virus en linajes de células, y por lo tanto pue 

de usarse ventajosamente para proporcionar vacunas virales, 

tras una desactivación apropiada si es necesario.

25 En otro aspecto particular, la presente inven-
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ción proporciona una vacuna, que es preparada por un método
)

que comprende las operaciones antes definidas. Es ventajo­

so que el virus usado en los sistemas de cultivo, en los 
métodos, y en las vacunas, sea un virus de FMD.

5 Los métodos y sistemas recomendados según la
invención evitan la etapa de sedimentación, que es larga, 

en la que las células son mantenidas frecuentemente, en las 

técnicas convencionales, en un medio ambiente desfavorable 

durante períodos prolongados. Ahora, la eliminación de me- 

10 dio celular usado puede ser rápida y más o menos completa.
Además, el cambio de cultivo de células al medio de desarro­

llo de virus puede ser fácil y rápido, y puede evitar la 

contaminación cruzada de los dos medios, que ocurre frecuen­

temente con el sistema convencional. Las células pueden 

1$ lavarse convenientemente entre unas etapas y otras, si es
necesario. Como las células y los desechos celulares que­

dan retenidos en el lecho de soporte, la filtración previa, 

que es esencial para conseguir altas velocidades de paso 

en la etapa final de filtración esterilizante de las bacte- 

20 rias, es incorporada ventajosamente en la etapa de crecimien
to del virus, con un ahorro potencial de varias horas.

Es importante que las sustancias nutrientes de­

seadas sean añadidas siempre que se precise el medio en re- 

circulación, y que el medio pueda someterse a un burbujeo 

2$ con aire al caudal máximo necesario, sin riesgo de deterioro
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físico para las células. Además, el método puede ponerse 

en practica en un sistema cerrado, que puede esterilizarse, 

por ejemplo, por inyección de vapor de agua, y por lo tanto 

no hay ningún peligro de enfermedad derivado de las gotas 

5 y salpicaduras que tienen lugar con las técnicas convencio­
nales.

La invención se describirá ahora más particular­

mente con referencia a la Figura, que muestra esquemática­

mente la interconexión de un filtro de presión que contiene 

10 un lecho de soporte con un recipiente de cultivo y el equi­

po asociado.

En la Figura se muestra un recipiente convencio­

nal (A) de cultivo, equipado con un sistema de electrodo 

(B) y medios para bombear materiales desde el recipiente,

15 a través de una bomba (c), a un filtro prensa (D) que suje­

ta a un lecho de soporte (E). Cartuchos filtrantes (F) y 

filtros de membrana (C) sirven para filtrar la' cosecha de 

virus antes de pasarla al depósito (H) de desactivación. 

Ejemplo 1

20 Preparación de los lechos filtrantes de tierra de diatomeas.

Los lechos filtrantes usados en la práctica de 

la presente invención eran de tres clases!

(a) se preparó un único lecho bombeando una sus­

pensión acuosa de 3000 g de Dicalite 4200 de 

25 tamaño de retención de partículas de 1,2 mi-
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eras, a través del orifioio central 'de las pla­

cas horizontales de un filtro prensa Calmic 45-S-9, 

y bajando a través de cada placa individual, de­

jando así una capa de Dicalite sobre cada placa#

5 El sistema de filtración fue esterilizado después
por inyección de vapor de agua.

Inmediatamente antes de la filtración de la cose­

cha de virus, se añadió a ésta una cantidad de 

1500 g de Superaid esterilizada de tamaño de re- 

10 tención de partículas reconocido de 0,2 mieras,

como alimentación de consistencia.

(b) Se preparó un lecho aislado como en (a) bombeando 

4000 g de Dicalite a través del filtro prensa. Al 

lecho de soporte se añadieron directamente 500 g

15 de Superaid esterilizado, inmediatamente antes

de la filtración esterilizante.

(c) Se preparó un lecho múltiple bombeando las si­

guientes tierras de diatomeas a través del fil­

tro prensa, en el orden dado: 1000 g de Hyflo

20 Supercel de tamaño de retención de partícula re­
conocido de 0,5 mieras; 1000 g de Superaid, 2000 g 

de Hyflo Supercel y 1000 g de Dicalite 4200, 

obviando este sistema la necesidad de añadir pos 

teriores cantidades de tierras de diatomeas al 

25 final de la etapa de cultivo del viruso
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El filtro prensa Calmic fue esterilizado por

inyección de vapor de agua a 1,37 x 10^ newton/
2metro y mantenido bajo una presión positiva 

de aire estéril hasta que fue preciso* Durante 

su uso, la temperatura del filtro fue contro­

lada haciendo circular agua a través de la cami-* 

sa del filtro.

Ejemplo 2

Producción de virus de ÍMD a partir de células en suspensión 

BHK21 mantenidas en el lecho de soporte.

Un cultivo de 65O litros de un medio que ocnte- 

nia aproximadamente 7 x 1 0 ^  células de riñón de cría de 

hámster clonizada/ml (BHK21) fue iniciado en un recipiente 

cerrado de cultivo de 700 litros, que estaba equípalo adecúa 

lamente para controlar el pH, para la adicción de diversas 

sustancias nutrientes durante los períodos de cultivo de las 

células y de crecimiento del virus, y con un electrodo de 

oxígeno para permitir determinar la tensión de oxígeno disue¿ 

to (pOg)*
El medio de cultivo usado era Medio de Eagles mo­

dificado (Virology, jj5, 147 (1962)) al que se había añadido 

10% en vol./vol. de suero bovino. La temperatura del culti­

vo de células se mantuvo a 35°C y se fijó en este valor j- 

0,250c, y la velocidad de agitación, por medio de una paleta 

de movimiento de vaivén, se ajustó a 36 carreras por minuto.

2 0 -J U N -7 3 18 -
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Se mantuvo un flujo de aire a un caudal de 5 l/min a través 

de la parte superior del medio, y el pH se ajustó a 7)4 y 

se mantuvo automáticamente en ese valor en ¿  0,03 unidades 

de pH, por medio de un flujo de dióxido de carbono gaseoso 

5 de 10 l/min, burbujeados a través del medio, o por adición

de disolución 4 molar de hidróxido de sodio. Se hizo bur­

bujear automáticamente un flujo adicional de 15 1 /min a 
través del medio de cultivo cuando los valores leídos en el 

electrodo de oxígeno indicaron que ello era necesario.

10 .La concentración máxima de las células, aproxi­
madamente 2,5 x 10^ células/ml, fue alcanzada al cabo de 50 

horas, y el cultivo de células fue hecho circular después 

a 20 l/min tres veces a través del filtro de lechos múltiples 

preparado en el Ejemplo l(c). Las determinaciones de recuen 

15 to celular, en muestras tomadas del medio nada más salir del

filtro a intervalos de 15 minutos, indicaron que en esta 

etapa el 96% de las células a la concentración máxima habían 

sido inmovilizadas sobre el lecho de soporte. El medio ago­

tado, sustancialmente exento de células, fue bombeado después 

20 al desagüe que salía del lecho de soporte cubierto por el

medio, sin embargo, hasta la etapa de cultivo del viruso

Al recipiente de cultivo se añadieron 650 litros 
de medio de cultivo de virus, que comprendía Medio de Eagles 

modificado que contenía 1% en vol./vol. de suero bovino, y 

25 se aumentó la temperatura a 35%. El medio de cultivo de
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células retenido en el filtro fue desechado en el desagüe, 

y se comenzó la circulación del medio de virus a través del 

filtro. El medio del recipiente de oultivo fue inoculado 

después con 2000 mi de suspensión de una capa de virus de 

5 FMD denominada Pando Tipo A, que había sido adaptada para

desarrollarse en células BHK21. El medio inoculado se xe- 

circuló a través del filtro durante aproximadamente 43 ho­

ras a un caudal de 20 l/min, con lo que el número de cambios 

de medios en el filtro fue de aproximadamente 20/hora, y en 

10 * el volumen de cultivo total de aproximadamente 2/hora* La

velocidad con la que el medio fluía realmente a trayés del 

lecho de soporte era de aproximadamente i,8 cm/min. El pH 

del medio fue controlado en un valor de 7)4 por inyección 

automática de aire y dióxido de carbono gaseosos a través 

15 del medio.

El virus fue propagado en las células inmovili-
7 5zadas en el lecho de soporte hasta una concentración de 10* 

unidades formadoras de placas (pfu)/ml de fluido de cultivo, 

tomándose muestras para ensayo de placas del recipiente de 

20 cultivo, a intervalos regulares durante el día. La concen­

tración de fijación efectiva máxima fue de l/l2.

El final del período de cultivo de virus fue 

determinado controlando el pOg en el medio de cultivo, y el 

cultivo fue recolectado cuando el valor de pOg había aumen- 
25 tado hasta un valor igual a las condiciones de saturación
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41 7
del aire. El medio de filtro se devolvió despuéjs al reci­

piente de cultivo por medio de aire a presión, y el filtro 

fue aislado del sistema* La cosecha de virus existente en 

el medio fue bombeada a través de un sistema de filtraoión 

en dos etapas, de grado esterilizante de bacterias, que ha­

bía sido esterilizado previamente por inyección de vapor de 
agua.

En la primera etapa, el medio de cultivo de vi­
rus fue ajustado a un pH de 7,6 con tampón de glicina 2 mo­

lar, y después fue filtrado a temperatura ambiente y a un 

caudal de 6,8 l/min a través de dos cartuchos filtrantes 

Balston de profundidad (47,5 cm x 3 cm) de fibras de vidrio 

aglutinadas. Los cartuchos filtrantes, que tenían un tamaño 

de retención de partículas reconocido de 0,35 mieras, fueron 
dispuestos en paralelo para dar un área de filtración de 

1500 om . En la segunda etapa, el medio que salía de los

cartuchos filtrantes era bombeado a la misma velocidad, a
, r, 4 / 2  *una presión de 4?S - 6,2 x 10 N/m , a través de filtros

de membrana Schleicher y Schttll, tipo 20 (20 cm x 20 cm),

que tenían un tamaño reconocido de retención de partículas

de 0,22 mieras. Esto dió un área efectiva de filtración 
2

de 65OO cm , o aproximadamente 100 mi de líquido de filtra- 
2ción/cm de área de filtración.

El antígeno viral así obtenido fue inactivado 

en el recipiente de inactivación previamente esterilizado,



por tratamiento oon acetiletilenimina (AEl), y se formuló 

en una vacuna que contenía 2 mi de líquido de filtración 

de virus inactivado, 25% en volumen de hidróxido de alumi­

nio de 2% en peso/vol y 5 *"g de saponina, por dosis de va- 

5 cuna para ganado. La vacuna fue sometida a ensayo en ganado

por inoculación con virus vivo 21 días después de la vacu­

nación, y dió un resultado de potencia de 29,7 DP^^/dosis. 

Ejemplo 3

Producción de virus de FMD a partir de oélulas en suspensión 

10 BHK21 mantenidas en el lecho de soporte.

Según el procedimiento del Ejemplo 2, la capa 

SAT.2 Swz. 1/69 de RK0 fue cultivada, filtrada, inactivada 

y formulada en forma de vacuna. Sometida a ensayo en ganado, 

la vacuna mostró un valor de potencia de 29,3 DP^p/dosis, cal 

15 culado a partir del valor de las concentraciones del anticuer

po en circulación presente en el ganado 21 días después de 

la vacunación.

Ejemplo 4

Se examinó el desarrollo de virus por los méto- 

20 ¿os descritos, usando tanto técnicas de lecho sencillo como

de lecho múltiple, usando una variedad de capas de FMD.

En la tahla siguiente se muestran ejemplos de la capacidad 

específica de infección y de los valores de fijación má-ri ma 

efectiva obtenidos con las distintas cepas empleadas:
25

¡
i
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Escala
litros

Lecho de 
diatomita Cepa de virus

Capacidad de, 
infección (l^g.Q 
pfu/ml) ¡

Fijación
efectiva
(cfu/ml)

30 Sencillo SAT.i-Bho 5/66 6 ,7 '/ -6
M !t a-BFS 1860 6,8 V 16
M H M 6,4 1/12

650 !! A Pando 6,3 1/24
t! !! M 6,8 1 / 1 2

H Múltiple !t 7,5 1/12
M n 1! 7,3 1/8
!! M SAT.1-Rho 5/66 6,4 1/6
n H t! 7,0 1/8
M !t Sat.2-SWZ. 1/69 7,1 1/6
M t! n 6,1 1 /8

H H SAT.3-BEC 1/65 7,2 1/5
t! t! M 6,8 1/6

EjemRlo,.1
Producción de virus de FMD a partir de un linaje de células 

de riñón de cerdo IBRS 2 mantenidas en el lecho de soporte.

Se repitió el procedimiento de los Ejemplos 2 y 
3 usando en cambio células IBRS 2 para soportar una cepa 

adaptada adecuadamente de virus de FMD. Se obtuvo una vacu­

na que tenía un valor de potencia satisfactorio, como se de­

terminó por ensayo inoculando ganado con virus vivo 21 días
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después de la vacunación.

Ejemplo 6

Desarrollo de células BHK21 en el interior del lecho de so­

porte en el filtro.

En un recipiente de cultivo de 700 litros se in­

trodujeron 500 litros de medio de cultivo de oélulas que 

comprendía medio de Eagles modificado que contenía i0% en 

vol./vol. de suero bovino, el medio fue llevado a 35 "C, y 

después fue inoculado con un germen de células, para dar
5 ,una concentración inicial de aproximadamente 7 x 10 calu- 

las/ml de células de monocapa de riñón de cría de hámster 

clonizadas (BHK21). El cultivo inoculado, juntamente con 

200 g de Dicalite 4200 de tamaño de retención de partículas 

reconocido de 1,2 mieras,fue bombeado inmediatamente a tra­

vés de un lecho filtrante esterilizado, preparado según el 

Ejemplo l(a), a un caudal de 20 l/min, de modo que práctica­

mente todas las células fueron depositadas en el lecho de 

soporte, siendo interdispersadas con las capas de la tierra 

de diatomeas. El medio de cultivo de células se hizo recir­

cular continuamente durante 43 horas, y las células fueron 

cultivadas dentro del lecho de soporte, y durante este tiem­

po la cantidad de glucosa desasimilada fue de 2 g/i. El 

medio fue bombeado después al desagüe, y se añadieron medio 

de virus reciente y germen de inoculación de la cepa 0-BFS 

1860 del virus de FMD, según el procedimiento del Ejemplo 1*
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i
El virus producido fue filtrado, inactivadb y for 

mulado como un componente de una vacuna trivalente, que con 
tenia el equivalente de 2 mi de cada uno de los antigenos da 
virus inactivados, 25*}'. en volumen de hidróxido de aluminio al 

5 2^ en peso/vol., y 5 mg de saoonina por dosis pare ganado. La
vacuna trivalente fue sometida a ensayo en ganado por inocu­
lación con virus vivo 21 dias desnués de la vacunación, y la 
potencia del comoonente de O-BFS 1660, producido y descrito
en este Ejemplo, era de 15,3 DP /dosis.50

3-0 Esta solicitud, que corresponde a la presentada en
Gran Bretaña, el 26 de Abril de 1972, bajo el número 19387/72, 
se acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Estatu­
to sobre la Prooiedad Industrial.

15

REIVINDICACIONES

20

Los ountos ds invención orooia y nueva que se pre 
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de 
Invención an España, por VEINTE años, son los que se reco­
gen en las reivindicaciones siguientes:

25
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ls.- Un orocedimiento pare preparar y mantener un 
sistema de cultivo de células aue comprende células eucarió 
ticas vivas, tales como l;s de orinen humano o animal, o mi 
cofitos dispersados en un cuereo o lecho de sonorte sólido, 
soporte que consta de un material coroso o en partículas, 
capaz de retener las células permitiendo al mismo tiempo que 
los medios líquidos atraviesen o tengan contacto con las cé 
lulas citadas, caracterizado por los ooeracíones de [a) pre 
parar un lecho de sonorte a nartir de una susoensién de ma 
terial poroso o en partículas, (b) aplicar al lecho una sus 
pensión liquida de células eucarióticas, (c) dejar que se es 
tablezcan oor sí mismas las células retenidas en el lacho, y 
(d) hacer circular medio nutriente a través del lecho, con lo 
que los nutrientes son suministrados a les células, y los pro 
ductos metabólicos y da degradación son eliminadas en el li 
quido que sale del lecho.

29.- Un orocedimiento según la reivindicación 19, 
en el que el número de células eucarióticas aumentan dentro 
de las cavidades del lecho.

33.- Un procedimiento según cualquiera de las reivin 
diceciones 19 y 23, que comorende las ooeraciones adicionales 
da (e) infectar las células con un microorganismo al que soh 
susceptibles las células, (f) cultivar el microorganismo en 
Un medio nutriente, (g) separar el microorganismo de las de 
sechos de les células, y (h) eliminar ñor filtración, si as

19.6.75 -  26 -
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necesario, la contaminación bacteriana.
43.- tjn orocedimiento según la reivindicación 33,

en el que el microorganismo es un virus.
53.- Un procedimiento según la reivindicación 43, 

en el ou^ el virus es una caoa de virus de glosooeda.
63.- Un orocedimiento según cualquiera de las rei 

vindicaciones 13 a 53, en el qua el medio nutriente es Medio 
Basal de Eagles o Medio Eagles modificado que contiene suero 
bovino.

7a,- Un orocedimiento según cuelquiera de les rei 
vindicaciones ia, 2a, y 63, en el que el medio contiene 10% 
de suero bovino oara el desarrollo del linaje de cálulas 
"clona 21" de riñón de cría de hámster.

8§.- Un procedimiento según cualquiera de las rei 
vindicaciones 53, y 63, en el aue el medio contiene 1% de 
suero bovino.

93.- Un orocedimiento según cualquiera de las rei 
vindicaciones 43 a 83, en el que el virus es inactivado con 
un agente inactivador, tal como formaldehido o acetiletileni 
mina.

103.- Un orocedimiento oara preoorar y mantener 
un sistema de cultivo do células.
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que an 
tecede, reoresentedo en el dibujo oua se acomoana, y con 
los fines aue se han especificado.

Esta Memoria consta de cuotro hojas escritas a 
máquina oor una sola cara.

Madrid
P.A.

15

20

25
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