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Esta invencion se refiers a la propagacion de
células eucarioticas en un sistema de cultivo, y al desam
rrollo de microorganismos, tales como virus, en células de
mamiferos y humanas.

Es sabido que una variedad de cultivos de celu~
las, especialmente las de origen animel ¢ humano, pueden man
tenerse en forma de monocapas sobre la superficie lisa de
un soporte sélido, por ejemplo bandejas de Petri, frascos
de vidrio, o fubos. En cuanto estos cultivos se hacen "con
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~
gacion de los virus en el sistema de monocapa. Muchos {ipos
de células pueden desarrolarse ademas, ventajosamente, en sug
pension, es decir una dispersion sustancial en el medio nu-
triente, y puede adaptarse también la misma tecnica a la prow
pagacion de virus en células en suspension. El aparato para
este objeto comprende usualmente un reciplente o depésito
cerrado con medios adecuados de agitacién, control de facto-
res ambientales, por ejemplo pH, p0,, suministro de sustane
cias nutrientes, eto. (vease B.P.S.1 090 758).

En el sistema empleado convencionalmente, por
ejemplo para desarrollar linajes de celulas en cultivo de suse-
pensi&n, las celulas son mantenidas en un estado sumergido y

agitado en el medio, y son sedimentadas por gravedad cuando
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se ha alcanzado el méximo de concentracidn. El medio es
separado después por decantacion, y las células son pues-
tas de nuevo en suspension en un medio reciente que también
puede llevar un germen de viruse Despudés del periodo de
crecimiento del virus, determinado por observaciones del
efecto citopdtico de las celilas, 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=-
lucidn que contiene virus libres desprendidos por las ¢élu-
las rotase

Una dificultad con los cultivos en suspepsisn
de células de memiferos 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 wna cierta
cantidad de suministro ds oxigeno para conseguir un desa-
rrollo Optimo. Otras dificultades son que la sedimentacidn
de las células es un proceso que exige tiempo (aproximada=
mente 24 horas), las células sedimentadas pueden estar expues
tas a un medio ambiente desfavarable en términos de pH y
factores nutricios, y sdlo puede separarse por drenaje el
95% del medio usado sin riesgo de perder una cantidad impor
tante de las células. Ademds, durante la filtracion de la
cosecha de virus, los desechos asociados & las células ejer—
cen un efecto de rellenc de poros sobre el medioide filtra=-

cidn, y, para conseguir una filtracidn de accidn esterili-
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zante, tiene que ser baja la proporcidn de volumen filtrado/
drea de filtracidn. Esto puede causar pérdidas importantes
(hasta el 50%) de antigeno viral, a causa de la absorcidn
de virus, tanto sobre el medio filtrante, particularmente
si contiene amianto, como sobre los desechos celulares re-
tenidos. Ademds, el filtro-prensa de grandes planchas ver—
ticales que se requiere para dar una filiracion adecuzda
causa usualmente pérdidas importantes de volumen, y, al no
ser un sistema cerrado herméticamente, el goteo consizuien-
te constituye un peligro serio de enfermedad.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencidn
68 proporcionar un sistema con el que pueden evitarse sus-
tancialmente las desventajas anteriores. Preferiblemente,
el sistema ha de ser aplicable a células tanto del tipo de
monocapa como de suspensidny y ha de adaptarse al crecimien
to de virus para la produccidén comercial de vacunase

Se ha comprobado ahora que pusden desarrollarse
células ventajosamente en un cuerpo o lecho de soporte séli
do, que o bien es poroso o estd en un estado de particulas
que da suficientes vacios o cavidades interiores para inmo=
vilizar y desarrollar las células, y para permitir que los
medios liquidos pasen a través del soporte sélido e inter~
actlien sobre las célulase

Por lo tanto, segin la presente invencion en

uno de sus aspectos, se proporciona un sistema de cultivo
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de células, que comprende células eucaridticas vivas, tales
como los de origen humano o animal, o micofitos dispersados
en un ocuerpo o lecho de soporte sélido, soporte que consta
de un material poroso o en particulas capaz de retener las
5 células, permitiendo al mismo tiempo que los medios 1fqui-
dos pasen a través de dichas células o tengan contactv con
ellas,
El soporte puede proveerse convenientemente en
forma de un lecho filtrante, y puede constar de materiales
10 naturales o sintéticos, por ejemplo, silicatos del tipo de
tierra de diatomeas, vidrio, o particulas de polimercs.
Para este fin pueden ser convenientes, por ejemplo, varios
coadyuvantes de filtracion de la tierra de diatomees, tales
como kieselguhr, tierra de infusorios y en particular diaw
15 tomitas Otros materiales que pueden usarse incluyen la la-
na de vidrio, las compresas celuldsicas, perlas de nylon o
de poliestireno. Todos estos materiales son virtualmente
insolubles y sustancialmente inertes desde el punto de vis-
ta bioldgicoa
20 El tamafio de los poros, o el espacio disponible
para el crecimiento de las células dentro de un lecho de
materiales en particulas, puede elegirse adecuadamente y
ajustarse a las necesidades. Frecuentemente es ventajoso
seleccionar un "tamafio de retencion", que indicai la capaci-

25 dad filtrante del material que retendria de modo efectivo

20-JUN-T3 -5-
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las células perc permitirfa caudales répidos de paso para
1iquidos. Asi pues, pueden usarse convenientemente tierras
de diatomeas con caracteristicas comprobadas de retencidn
de particulas de 0,1 micras a 2,00 micras, preferiblémente
entre 0,2 micras y 1,2 micras, por ejemplo alrededor de 0,4
micras & 0,6 micras. Los materiales son tratados de modo
adecuado para eliminar las impurezas y las fuentes de infec-
cidn, y se clasifican y fraccionan segin su tamafio de par~
tfcula y otros requerimientose

Puede usarse més de un tipo de material de so=
porte para constituir un soporte adecuado para las colulas.
Asi, un sistema de lechos miltiples puede ser venta joso pa~
ra aumentar la retencidn de particulas, y puede comprender
por ejemplo capas consecutivas de material con tamafios de
retencién reconocidos de 0,5, 0,2, 0,5 y 1,2 micras,
desde la placa o filtro de soporte perforado bdsico hasta
la parte superior. Si se usa una sola capa, pueds tener
que proporcionarse ain a la misma una capa superior adicio~
nal de bajo tamafio de retencidn, por ejemplo 0,2 micras,
inmediatamente antes de la filiracidén final, para aumentar
la retencion de las particulas menores.

En el sistema de cultivo segin la presente in=-
vencidn puede incorporarse cualquier tipo de célula adecuada
pare orecimiento, bien en monocapas o en suspensién. Los

tipos de células a este respecto incluyen los cultivos de
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células primarios y secundarios, y los linajes o capas de
oélulas diploides y heteroploides de origen mamifero o hu-
manos Son particularmente adecuadas a este fin, por ejem-
ploy, los conocidos linajes de células de rifion de cerdo IBRS2
o el linaje de células de rifion de cria de hamster clone 21
(BHK21). En el caso de células que sblo pueden desarrollar
se y usarse en monocapas, ¢l sistema de cultivo es eminente
mente adecuado para todas las fases de desarrollo, y también
para la propagaciodn subsiguienie de microorganismos, tal co=-
mo virus. Otras células que pueden propagarse de modo efi-
ciente en cultivos en suspensidn pueden ser tratadas prime-
ro de esta manera, y después ser incorporadas en el siste-
m de cultivo segun la invencidn, con el fin de la propaga-
cidn y recogida del virus. Por lo tanto, en un aspecto par
ticular, el sistema de cultive antes definido comprende tam
bién células infectadas con microorganismos, tales como vi-
rus a2 los que las células son susceptibles. Naturalmente,
pueden aplicarse también otros tipos de eucarioticos, por
ejemplo microfitos tales como las levaduras, al soporie se-
gun la wesente invencidén, en un medio nutriente apropiados
Para servir de soporte al sistema de cultivo pue=
den usarse, por ejemplo, filtros tipo de presion horizonta-
les, pero es conveniente usar un filtro de presi%n Calmic
de placas horizontales de gran rendimiento, tal como el fil=

tro Calmic de tipo 45-S-9 E, fabricado por Calmic Engineering
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Ltd., Crawe. BEste filtro comprende nueve unidades de pla-
cas horizontales, cada una de 45 om de didmetro, que tienen
un drea total de filtracidn de 1,26 m% Cada unidad de pla
ca comprende una placa perforada de acero inoxidable asen-—
tada sobre una placa ondulada de acero inoxidablee Durante
el uso puede emplearse wna limina de soporte, por ejemplo
de papel o raydn, sobre la placa perforada, para sujetar
el lecho filtrantes

En la preparacidén del lecho de cultivo, pueden
bombhearse sucesivamente suspensiones de lasg calidades apro-
piadas del material de soporte, a partir de un recipiente
conveniente y a iravés del filtro de placas, con 1o que el
soporte es retenido sobre la placa. Para cada placa, la
suspension es recirculada varias veces hasta que el liquido
de filtracidn es transparente, dejando el espesor requerido
de lecho de soporte sobre la limina de soporte o capa ante=
rior, que por ejemplo puede ser de aproximadamente 8 mm 2
20 mm, preferiblemente 10 mm a 14 mm, y lo mds preferidlemen
te 12 mm.

Usualmente, una capa aislada consta de material
que tiene un tamafio de retencidn reconocido de particulas
relativamente grande, por ejemplo 0,75 a 2,0 micras, prefe-
riblemente 1,2 micras, y, en el caso de un sistema de lecho
multiple, las capas subsiguientes son de un tamafio de reten—

cidn de particulas relativamente pequefio, por ejemplo 0,1 a
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0,75 micras, y convenientemente 0,2 a 0,5 micras.

Bl 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
u oxigeno para airear el medio. Puede estar provisto tem-
bién de un electrodo de oxigeno, que mide la tensidn de oxi-
geno disuelto en el medio de cultivo y por tanto puede usar—
se como se describe mds adelante para determinar la duracidn
del perfodo de desarrollo del viruse

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
(1955), o Medio de Eagles modificado (Virology, 16, 147
(1962). Los medios pueden contener también, por ejemplo,
10% en vol./vols de suero bovino para el crecimiento del
linaje de células en suspensidén BHK21, y una proporcidn re—
ducida de suero, por ejemplo 1% de suero, para el crecimien
to de virus de la glosopeda sobre este linaje de celulase

La glosopeda (denominada aqui en adelante MO)
es causada por una variedad de tipos de virus antigenamente
distintos, varios de los cuales pueden encontrar?e en regio-
nes particulares. Por ejemplo, los tipos O, A yiC se dan
en Buropa y Sudamérica, los tipos SAT1, SAT2 y SAT3 se dan

en Sudafrica, y los tipos O, A, Asia I y SATt1 se encuentran
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en el Proximo Oriente. Las capas siguientes de virus de
FMO se han encontrado hasta ahora adecuadas para el desarro-
llo segin la presente invencidn: A Pando, O BFS 1860, SAT1
Rho-5/66, SAT2 Swz. 1/69 y SAT3 Bec 1/65.

La invencidn puede ponerse en practica de dos
maneras, que dependen de si el sistema de células ha ecreci-
do en un cultivo en suspensidn o en monocapa. En el primer
caso, las celulas son propagadas en cultivo sumergido en
unv recipiente agitado del modo convencional, y filtradas
y retenidas sobre el lecho cuando las células han alcanzado
su concentracién méxima. Por otro lado, las células que
s6lo son adecuadas para el cultivo en monocapa pueden ser
propagadas ventajosamente dentro del sistema de cultive.
Asi, en el ultimo caso, el medio de desarrollo apropiado en
8l 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
lechos El medio de cultivo se hace circular después conti-
nuamente durante todo el periode de desarrollo de las célu-
los. En ambos tipos de casos puede afiadirse después al re-
cipiente de cultivo un medio adecuado paras 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

- 10 -
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embebidas enel lecho de soporte. En cuanto el virus rompe
las células, los desechos formados con ello quedan en el
lecho de soporte, y el virus es puesto en 1iber§ad en el
medio.

Aunque no puede observarse directamente el cre-
cimiento de las células dentro del soporte, el desarrallo
puede vigilarse facilmente por medio de lailizacidn de
glucosas El periodo de orecimiento del virus puede deter—
minarse indirectamenie de los valores tomados del eélectrodo
de oxigeno, que dan la tensidén de oxigeno disuelto (p02)
en el medio de cultivo. Asi, en las etapas iniciales del
cultivo del virus, la absorcion de oxigeno por las células
metabolizantes es mayor que la velocidad de disolucidn de
oxigeno en el medio de cultivo, y por consiguiente desciende
la p0s del oxigeno disueltos A medida que mueren células
como resultado de infeccidén por virus, hay una demanda de
oxigeno continuamente decreciente para el metabolismo celu~
lar, que finalmente es menor que la velocidad de disolucidn
de oxigeno, de modo que la p0, de oxigeno disuelto aumenta.
Por lo tanto, este cambio puede usarse para la vigilancia
¥ control de la etapa de propagacidn del virus, y se ha en—
contrado que es ventajoso recolectar el cultivo de virus
cuando la pO2 de oxfgeno disuelio en :el medio de cultivo
estd en equilibrio aproximado con el valor de ;pO2 para las

condiciones de saturacidn del airee

- 11 -
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La secuencia general de las operaciones en la
préctica de la presente invencién, tal como se ilustra por
las celulas capaces de crecer en cultivos en suspensién,
es omo 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
359C en la mayorfa de los casos. Después se prepara un le
cho de soporte bombeando una suspensidn acuosa de los gra-
dos apropiados de material de soporte, por sjemplé tisrra
de diatomeas, sucesivamente, a través de un filtro apropia
do, que trabaja preferiblemente bajo presion, y el sistema

es esterilizado y mantenido en este estado hasta que se re-

quiere. Cuando las células han alcanzado su concentranidn

méxima, el cultivo de células se hace pasar a través del
lecho a un caudal de aproximedamente 20 litros/minuto, con
lo que la mayoria de las células son inmovilizadas en el
lecho de soporte. E1 medio de cultivo, y cuelquier célula
no atrapada de este modo, son bombeados de nuevo al reci-
piente de cultive y circuladas de nuevo a travées del filtro,
hasta el momento en que se encuentra que menos del 10% de
las células, preferiblemente menos del 5%, estd atravesando
el sistemas Esto puede determinarse indirectamente por re-
cuentos celulares a intervalos repartidos en toda la etapa
de recirculacion, con muestras tomadas del liquido de fil-
tracidn en cuanto sale del filtro. EI liguido de filtra—

cién es bombeado después pl desagie, dejando, no obstante,

-12 -
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las células cubiertas por el medio retenido en el 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, usuelmente con una composi-—
cion diferente. Después puede introducirse un virus de
siembra apropiado, &l que las células son susceptibles, pa-
re infectar el cultivoe Una vez que las células se rompen
por la poblacidn de virus multiplicada, es decir que ha te=
nido lugar el efecto citopdtico, queda en libertad un gran
nimero de virus, y son arrastrados por el medice

El medio que contiene las particulas de virus
separadas de este modo de los desechos celulares pvede ser
almacenado & continuacion, o preferiblemente ser sometido
a filtracion, extrayendo del medio cualquier contaminacidn
bacteriana. El antigeno 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=-
vante tal como hidrdxido de aluminio, combinado ventajosa—
mente con saponina.

Por tanto, la invencion proporciona, en otro
aspecto, un procedimiento para preparar y mantener un sis-
tema de cultivo de células, tal como se ha definido ante=

riomente, que comprende las operaciones de

- 13 -



10

15

20

25

20~JUN-73

(a) preparar un lecho de soporte a partir de
una suspension de material poroso o en perticulas,

(b) aplicar une suspensién liquida de células
eucariéticas al lecho,

(¢) permitir que se establezcan por si mismas
las células retenidas en el lecho,

(d) hacer circular medio nutriente a través del
lecho, con lo que se suministran sustancias nutrientes 2
las células, y los productos metabdlicos y de degradacion
son extraidos en el liquido que sale del lechos

En particular, el procedimiento comprende tame
bién las operaciones adicionales de

(e) infectar las células con un microorganismo
al que son susceptibles las células,

(f) cultivar el microorganismo en un medioc nu=
triente,

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

(h) si es necesario, eliminar la contaminacidn
bacteriana por filtracidn.

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 desactivacidn apropiada si es necesario.

En otro aspecto particular, la presente inven=—

- 14 =
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cién proporciona una vacuna, que es8 preparada er un método
que comprende las operaciones antes definidas. Es ventajo-
80 que sl virus usado en los sistemas de cultivo, en los
métodos, y en las vacunas, sea un virus de FMD,

Los métodos y sistemas recomendados segin la
invencién evitan la etapa de sedimentacidnm, que es larga,
en la que las células son mantenidas frecuentemente, en las
técnicas convencionales, en un medio ambiente desfavorable
durante periodos prolongados. Ahora, la eliminacidn de me-
dio celular usado puede ser répida y mias o menos compleotas
Ademés, el cambio de cultivo de células al medio de desarro—
llo de virus puede smer facil y rapido, y puede evitar la
contaminacion cruzada de los dos medios, que ocurre frecuen—
temente con el sistema convencional. las células pueden
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 filtracidn previa,
que es esencial para conseguir altas velocidades de paso
en la etapa final de filtracion esterilizante de las bacte-
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 afiadidas siempre que se precise el medio en re-
circulacion, y que el medio pueda someterse & un burbujeo

con aire al caudal mdximo necesario, sin riesgo de deterioro

- 15 =
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fisico para las células. Ademds, el método puede ponerse
en prictica en un sistema cerrado, que puede esterilizarse,
por ejemplo, por inyeccidn de vapor de agua, y por lo tanto
no hay ningin peligro de enfermedad derivado de las gotas
y salpicaduras que tienen lugar con las técnicas convencio—
nalese

La invencidn se describird shora mids particular—
mente con referencia a la Figura, que muestra esquemdtica—
mente la interconexidn de un filtro de presidén que contiene
un lecho de soporte con un recipiente de cultiveo 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 recipienie,
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 (G) sirven para filtrar la cosecha de

virus antes de pasarla al depésito (H) de desactivacidn.

Bjemplo 1
Pregaracién de los lechos filtrantes de tierra de diatomeas.

Los lechos filtrantes usados en la practica de
la presente invenciodn eran de tres clases:
(a) se prepard un Unico lecho bombeando una sus-—
pension acuosa de 3000 g de Dicalite 4200 de

tamafio de retencidn de particulas de 1,2 mi~

- 16 -



cras, a través del orificio central ;e las pla=
cas horizontales de un filtro prensa Calmic 45-5-9,
¥y bajando a través de cada place individual, de=-
jando asi una capas de Dicalite sobre cada placa.
5 El sistema de filtracidén fue esterilizado después
por inyeccidén de vapor de agua.
Inmediatamente antes de la filtracion de la cose-
cha de virue, se afiadié a ésta una cantidad de
1500 g de Superaid esterilizada de tamafiv Ge re=~
10 tencidn de particulas reconocido de 0,2 nicras,
como alimentacidén de consistencia.

(b) Se prepard un lecho aislado como en (a) bombeando
4000 g de Dicalite a través del filtro prensa. Al
lecho de soporte se afladieron directamente 500 g

15 de Superaid esterilizado, inmediatamente antes
de la filtracidn esterilizante.

(e¢) Se prepard un lecho miltiple bombeando las sim
guientes tierras de diatomeas a través del fil=
tro prensa, en el orden dado: 1000 g de Hyflo

20 Supercel de tamafio de retencidn de particula re=
conocido de 0,5 micrasi 1000 g de Superaid, 2000 g
de Hyflo Supercel y 1000 g de Dicalite 4200,
obviando este sistema la necesidad de afladir pos
teriores cantidades de tierras de diatomeas al

25 final de la etapa de cultive del viruse

20- jUN-73 - 17 =
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El filtro prensa Calmic fue esterilizado por
inyeccién de vapor de agua a 1,37 x 105 newton/
metro  y mantenido bajo una presidon positiva

de aire estéril hasta que fue preciso. Durante
su uso, la temperatura del filiro fue contro-
lada haciendo circular agua a través de la cami-
sa del filtroe

Ejemplo 2

Produccidn de virus de FMD a partir de células en suspeasidn

BHK21 mantenidas en el lecho de soporte.

Un cultivo de 650 litros de un medio que uorte-
nis aproximadamente 7 x 10° células de rifién de orfz de
hamster clonizada/ml (BHK21) fue iniciado en un recipiente
cerrade de cultivo de 700 litros, que estaba equipado adecug
damente para controlar el pH, pera la adiccidén de diversas
sustancias nutrientes durante los periodos de cultivo de las
células y de crecimiento del virus, y con un electrodo de
oxigeno para permitir determinar la tensidén de oxigeno disuel
to (pOz).

El medio de cultivo usado era Medio de Bagles mo-
dificado (Virology, 16, 147 (1962)) al que se habia afiadido
10% en vols/vol. de suero bovino. La temperatura del culti-
vo de células se mantuvo a 352C y se £ijo en este valor &
0,259C, y la velocidad de agitacidn, por medio de una paleta

de movimiento de vaivén, se ajustd a 36 carreras por minuto.
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Se mantuvo un flujo de aire a un caudal de 5 1/%in a través
de la parte superior del medio, y el pH se ajustd a T,4 y
se mantuvo autométicamente en ese valor en + 0,03 unidades
dé pH, por medio de un flujo de didxido de carbono gaseoso
5 de 10 1/min, burbujeados a través del medio, o por adicién
de disolucidén 4 molar de hidrdxido de sodios Se hizou bur-
bujear automiticamente un flujo adicional de 15 1 /min a
través del medio de cultivo cuando los valores lefdos en el
electrodo de oxigeno indicaron que ello era necesario.

10 La concentracion mixima de las células, aproxiw
madamente 2,5 x 106 células/ml, fue alcanzada al cabo de 50
horas, y el ocultivo de células fue hecho circular después
a 20 1/min tres veces a través del filtro de lechos maltiples
preparado en el Ejemplo 1(c). Las determinaciones de Tecuen

15 to celular, en muestras tomadas del medio nada mds salir del
f£iltro a intervalos de 15 minutos, indicaron que en esta
etapa el 96% de las células a la concentracidn méxima habian
sido inmovilizadas sobre el lecho de soporte. El medio ago-
tado, sustancialmente exento de células, fue bombeado después

20 al desagie que salfa del lecho de soporte cubierto por el
medio, sin embargo, hasta la etapa de cultivo del viruse

Al recipiente de cultivo se afiadieron 650 litros
de medic de cultivo de virus, gque comprendf{a Medio de Eagles
modificade que contenia 1% en vol./vol. de suero bovino, y

25 se aumentd la temperatura a 35¥C. E1 medio de cultivo de

20~JUN-T3 - 19 -
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células retenido en el filtro fue desechado en el desagie,
¥ se comenzd la circulacidn del medic de virus a través del
filtro. El medio del recipiente de cultivo fue inoculado
despudés con 2000 ml de suspension de una capa de virus de
FMD denominada Pando Tipo A, que habia sido adaptada para
desarrollarse en células BHK21. El medio inoculado &C ze=
circuld a través del filtro durante aproximadamente 48 how
ras a un ceudal de 20 1/min, con lo que el nimero de cambios
de medios en el filtro fue de aproximadamente 20/hora, y en
el volumen de cultivo total de aproximadamente 2/hora. La
velocidad con la que el medio fluia realmente a trayés del
lecho de soporte era de aproximadamente 1,8 cm/min. E1l pH
del medio fue controlado en un valor de 7,4 por inyececiodn
automdtica de aire y didxido de carbono gaseosos a través
del medioo

El virus fue propagado en las células inmovili~
zadas en el lecho de soporte hasta una concentracion de 107’5
unidades formadoras de placas (pfu)/ml de flufdo de cultivo,
tomdndose muestras para emsayo de placas del recipiente de
cultivo, a intervalos regulares durante el dia. Ia concen-—
tracidén de fijacidn efectiva méxima fue de 1/12.

El final del periode de cultivo de virus fue
determinado controlando el p0, en el medio de cultivo, y el
cultivo fue recolectado cuando el valor de p02 habia aumen-

tado hasta un valor igual a las condiciones de saturacién
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del aire. El medic de filtro se devolvié despuds al reci-
piente de cultivo por medio de aire a presidn, ; el filtro
fue aislado del sistema. La cosecha de virus existente en
el medio fue bombeada a través de un sistema de Ffiltracidn
en dos etapas, de grado esterilizante de bacterias, que ha-
bia sido esterilizado previamente por inyeccidn de vapo:r de
aguse

En la primera etapa, el medio de cultivo de vi-
rus fue ajustado a un pH de T,6 con tampdn de glicina 2 mo—
lar, y después fue filtrado a temperatura ambiente Yy aun
caudal de 6,8 1/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 tenian un tamafio
de retencidn de particulas reconocido de 0,35 micras, fueron
dispuestos en paralelo para dar un adrea de filtracidn de
1500 cmz. En la segunde etapa, el medio que salia de los
cartuchos filtrantes era bombeado a la misma velocidad, a
una presion de 4,8 = 6,2 x 104 N/mz, a través de filtros
de membrana Schleicher y Schtill, tipo 20 (20 ocm x 20 cm),
que tenian un tamafio reconocido de retencidn de particulas
de 0,22 micras. Esto dié un drea efectiva de filtracidn
de 6500 cmz, o aproximadamente 100 ml de liquido de filtra—
cién/cm2 de drea de filtracidne

El antigeno viral asi obtenido fue inactivado

en el recipiente de inactivacidén previamente esterilizado,
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por tratamiento con acetiletilenimina (AEI), y se formuld
en una vacuna que contenia 2 ml de liguido de filtracién
de virus inactivado, 25% en volumen de hidrdxide de alumi-
nio de 2% en peso/vol y 5 mg de saponina, por dosis de va-
cuna para ganado. la vacuna fue sometida a ensayo en ganado
por inoculacidén con virus vivo 21 dias después de la vacu=
nacidén, y did un resultado de potencia de 29,7 DPso/dosiso
E jemplo 3
Produceidén de virus de FMD & partir de oélulas en suspensidn
BEK21 mantenidas en el lecho de soporte.

Segun el procedimiento del Ejemplo 2, la capa
SAT.2 Swz. 1/69 de PMO fue cultivada, filtrada, inactivada
¥y formulada en forma de vacuna. Sometida a ensayo en ganado,
la vacuna mostro un valor de potencia de 29,3 DPSO/dosis, cal
culado a partir del valor de las concentraciones del anticuer
po en circulacion presente en el ganado 21 dias después de
la vacunacione
Ejemplo 4

Se examiné el desarrollo de virus por 1los méto—
dos descritos, usando tanto técnicas de lecho sencillo como
de lecho miltiple, usando una variedad de capas de FMD.
En la tabla siguiente se muestran ejemplos de la capacidad
especifica de infeccidn y de los valores de fijacién méxima

efectiva obtenidos con las distintas cepas empleadass

- 22 -



Capacidad de, Fijacidn
Escala lecho de infeccidn (l¢g1o efectiva
litros diatomita Cepa de virus pfu/ml) i (cfu/ml)
30 Sencillo  SAT.1~Rho 5/66 6,7 116
" " O0-BFS 1860 6,8 1 /16
" ' " 614 /12
5 650 " A Pando 6,3 1/24
n " " 6,48 1/12
" Miltiple " 755 1/12
" " " Ts3 1/8
0 " " SAT, 1=Rho 5/66 644 176
n " " 7,0 1/8
" n Sat. 2-SWZ. 1/69 Ts1 1/6
" " " 6’ 1 1/8
"o " SAT. 3-BEC 1/65 7,2 15
" " " " 6,8 1/6
E jemplo 5
Produccién de virus de FMD a partir de un linaje de células
20 de rifién de cerdo IBRS 2 mantenidas en el lecho de soporte.
Se repitid el procedimiento de los Ejemplos 2 y
3 usando en cambio celulas IBRS 2 para soportar una cepa
adaptada adecuadamente de virus de FMD. Se obtuvo una vacu-
na que tenia un valor de potencia satisfactorio, como se de-
25 termino por ensayo inoculando ganado con virus vive 21 dias

2 0-JUN=-T3 - 23~
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después de la vacunacidmn.

E jemplo 6

Desarrollo de células BHK2] en el interior del lecho dg SQn

porte en sl filtro.

En un recipiente de cultivo de 700 litros se in-
trodujeron 500 litros de medio de cultivo de células que
comprendia medio de Eagles modificado que contenia 10% en
vole/vole de suero bovino, el medio fue llevado a 35°C, y
después fue inoculado con un germen de células, para dar
una concentracion inicial de aproximadamente 7 x 10 célu=
las/ml de células de monocapa de rifién de cria de hamster
clonizadas (BHK21)e Bl cultivo inoculado, juntamente con
200 g de Dicalite 4200 de temafio de retencidn de particulas
reconocido de 1,2 micras,fue bombeado inmediatamente a tra-
vés de un lecho filtrante esterilizado, preparado segim el
Ejemplo 1(a), a un caudal de 20 1/min, de modo que prictica—
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 célulss se hizo recir-
cular continuamente durante 48 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/1. El
medio fue bombeado después al desagile, y se afiadieron medio
de virus reciente y germen de inoculacidon de la cepa O-BFS

1860 del virus de FMD, segin el procedimiento del Ejemplo 1e
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El virus producidoe fue filtrado, inactivaedb y for
mulado camo un componente de una vecuna trivelante, que con
pania el equivalente de 2 ml de cada uno de los antigenos Ba
virus inactivados, 25 en volumen de hidréxido de eluminio al
2% en pesofvol., y 5 mg de saoonina por dosis pare ganedo. La
vacuna trivalente fue sometida a ensayo en ganado por inocu-—
lacidn con virus vivo 21 dfas desnuds de la vacunacidq, y la
potencia del comnonente de 0-BFS 1860, producido y descrito
sn este Ejemplo, era de 15,3 DPSO/dosis.

Esta solicitud, gue corresponde a le pressentada en
Gran Bretefia, el 26 de Abril de 1972, bajo el niimerc 19387/72,
88 acoge & los beneficins del erticule 51 del vigente Estetu-

to sobre la Proniedad Industrial,

REIVINDICACIONES

Los nuntos de invencidn orooia y nueve due se pre
senten para que seaf objeto de esta solicitud de Patente de
Invenaidn 8n Espafie, nor VEINTE @fios, son los que s reco-

gen en las reivindicaciones siguientes:

- 25 —
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18,- Un orocedimiento parc preparar y mantener un
sistema de cultivo de célulms aque comorende células eucarig
tices vivas, tales como l:'s de origen humano o enimal, o mi
cofitos dispersados en un cueroo o lecho de sonorte sélido,
goporte que consta de un matarial noroso o en particulss,
capaz de retenmer les células permitiendo al mismo tiempo que
los medios liguidos atraviesen o-tengan contacto con las cé
lules citedes, cerscterizade vor las ooeraciones de (a) pre
parer un lecho de sonorte & nartir de una susnensidn de ma
teriel poroso o en narticulas, (b) anlicar al lecho una sus
pensién lfquida de células eucariétices, (c) dejar que se es
tablezcan nor si mismes les célules retenidas en el lacha, y
(d) hecer circular medio nutriente a trevés del lecho, con lo
ous laos nutrientes son suministrados a les células, y los pro
ductos metabélicos y de degradscidn son eliminados en el lg
guido que sale del lecho.

2%.- Un orocedimiento seqln la reivindicecidn 18,
en el gue el nidmers de células euceridticas aumentan dentro
de las cavidades del lecho.

3%.- Un procedimiento segin cualquiera de las reivin
diceciones 12 y 2%, que comorende las overeciones ediclonalss
da {e) infectar les célules con un microorgenismo &l que son
susceptibles las célules, {f) cultivar el microorganismo sn
un medio nutriente, (g) senerer el microorgenismo de los de

sechos de los célules, y (h) eliminor oor filtrecidn, si es
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necesario, la contaminacidn bacteriana.

42 ,~ Un orocedimiento seqdn la reivindicacidn 38,

‘en el gue el microorganismo es un virus,

58,« Un procedimiento segdn la reivindicecidn 42,
en el ou~r el virus es umd caos de virus de glosapeda.

62.~ Un orocedimiento segdn cualouiera de las rei
vindiceciones 128 a 58, en el que el madio mutriente es Madio
Basal de Eagles o liedio Esgles modificedo ocue cantiens suerno
bovina,

78,~ Un nrocedimiento seadn cuelquiera de les rei
vindicaciones 14, 28, y 62, en 8l que el medio contiene 10%
de susroc bovino pare el desarrollo del linaje de célulaes
"slona 21" de rifidn de cria de hamster,

82,— Un procedimiento segiin cualguiera de las rei
vindicaciones 52, y 62, en el ocue 8l medio contiene 19 da
suero bovino,

98,~ Un procedimisnto segin cuslouiera de las rei
vindicaciones 42 a B2, sn el que 8l virus es inactivado non
un agente inactivador, tal como formaldehido o acetiletileni
mina.

108.,- Un nrocedimiento para preporar y mentener

un sistema de cultivo de células,

-27 -
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que an
tecede, reoresentedo en el dibujo oue se acomnafa, y con
los fines oue se han esoecificado.

Esta Memoria consta de custro hojas escritas a

5 mdguina oor une sola care.
Liedrid
PLA, "
iU
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25
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