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dos ¥y a unos precios de coste sustancialmente reducidos en

comparacidn con los de los procedimientos actualmente uti-

Esta invencidn se refiere a un procedimiento para
la produccidn de células y vacunas.

Mds especialmente, esta invencidn se refiere a un
procedimiento para la produccién de células y vacunas que
utiliza un propagador multiplaces con propiedades geométri-~
cas criticas, tales como la relacidn del didmetro de la pla-
ca al didmetro interno del tanque., la distancia entre la pe-
riferia de la placa y le pared interna del tanque y la rela-
cidn de superficie a volumen, con objeto de producir las cé-

lulas y vacunas con rendimientos considerablemente aumenta-

lizados.

Las vacunas humanas y animales se han producido co-
mercislmente cultivando los virus deseados en células prima-
rias que deben ser cultivadas sobre superficies. Los proce-
dimientos comerciales fueron desarrollados inicialmente en
frascos Brockway y, a medida que evolucionaron las técnicas
de produccidn, estos fraacos Brockway fueron sustituidos '
por frascos rodantes, Mds recientemente, se han puesto a
punto sistemas de cultivo en mase, comprendidos 1los que uti-
lizan una serie de anillos ¢ tanques concéntricos con una
multiplicidad de placas apiladas., El sistema de cultivo en
masa mds reciente que ha sido puesto a punto es 1a méquina
multiplaca producida por Biotec A.B. de Suecia que contiene
una serie de discos o placas de titanio que estdn montados
sobre un eje giratorio en una vasija de vidrio cilindrica.
Ia vasija puede ser colocada en posicidn verticel, en la
gue la superficie de deposicidn de los discos se encuentra

en un plano horizontal con objeto- de permitir que las célu~
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las se sedimenten sobre la superficie de deposicidn de los

discos. Después el dispositivo se coloca sobre uno de sus

lados de manera que las células depositadas giren a través

del medio de cultivo en ia vasija hasta que se produce la

formacidn de léminas celulares, después se afiade la siembrsa

de virus, se hace girar de nuevo la unidad y se recoge la
vacuna.

A medida gue evolucionaba el estzdo de la técnica,
el objetivo primario fue aumentar el rendimiento y redu-
cir los costes de produccidn aumentando la relacidn entre
1a superficie especifica o superficie de deposicidn de célu
lag y el volumen del medio con objeto de obtener el méximo
rendimiento de células y vacuna en el volumen mas pequefio
posible. Por ejemplo, la relacidn de superficie especi{fica
a volumen, calculada como cmz/hl, es de 1,7 en los frascos
Brockway, 3,5 en los frascos rodantes y 8,3 en el aparato
Biotec. Inesperadamente, hemos descubierto que pueden con-
seguirse notables aumentos en el rendimiento de las célu-
las ¥y vacuhas utilizando un dispositivo que presenta una
relacidn de superficie especifica a volumen comprendida
aproximadamente entré 5,5 y 6,0,

También hemos descubierto que pueden obtenerse ren-
dimientos de células y vacunas que son considerablemente
mayores que los rendimientos de células y vacunes que se
producen utilizando cualquiera de los dispositivos antes
mencionados, mediante el uso de propagadores multiplaca
que presentan una relacidn critica de didmetro de la placa
a didmetro del tanque interno o que presentan una distancig

critica entre la periferia de las placas y la pared inter-
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na del tanque. Esta relacion puede estar comprendida apro-
ximadamente entre 0,80 y 0,90, preferiblemente entre 0,82 y
0,83 en comparacidn con una relacidén de 0,97 en la unidad
Biotec. La distancia oritica entre la periferia de la placa
¥ la pared interna del tanque esta comprendida aproximada-
mente entre 1/2" (12,7 mm)y 3/4" (19,0 mm), en oposicidn a
3/32" (2,38 mm) en la unidad Biotec. El uso de un disposi-
tivo que presente esta relacidn critica de digdmetro de la
placa a didmetro del tangue interno o esta distancia cri~
tica entre la periferia de las placas y la pared interna del
tahéue conduce a notables aumentos en el rendimiento de cé=-
lulas y vacunas.

Una ventaja de esta invencidn es la produccidn de
células y vacunas con rendimientos muy altos y a precios
de coste sustancialmente reducidos en comparacidn con los
de los procedimientos actualmente utilizados.

Otra ventaja de esta invencidn es que el rendimien-
to de células es considerablemente aumentado sobre todas
las superficies de deposicidn.

Todavia otra ventaja de esta invencidn es que pueden|
producirse cantidades equivalentes de células y vacunas
mientras se reduce sustancialmente el nimero de unidades de
produccidn, reduciendo con ello los costes de manipulacidn
y el riesgo de contaminacidn.

El procedimiento de esta invencidn puede ser utili-
zado pzra producir<vacunas virales como las de paperas, sa=-
rampidn, rubeola, enfermodad de:llarek, gripe, para-influen-
Z2a, vuaricela, tracoma y sincitia respiratoria y células ta-
les como WI-38, células de embridn de pollo y células de

embridn de pato. Para cargar el propagador pueden utilizarse
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células, sueros y medios corrientes. Por ejemplo, pueden
wtilizarse células primarias como fibroblastos de embridn
de pollo, rifién de mono verde, ri#idn bovino, células de
rifidn de perro o cdlulas diploides como WI-38 asi como
muchos sueros corrientes tales como suero de ternera fetal,
ternera, boviﬁo, suero de ternera recién nacida exento de
G-G, suero de ternera alfa-gamma o bovino alfa-gamma y me-
dios normales como el medio Eagles Basel, Medio 199, Nedio
EBME y Medio Esencial Minimo de Bagle (MEME).

El procedimiento de esta invencidn serd mejor com~
prendido mediante ol examén del dibujo que la aconmpafia, en
el qus: |

La Figura 1 es una seccidn de un propagador nmultipla
ca que es ilustrativo de los que pueden sor utilizados de
acuerdo con el procedimiento de esta invencidn y

La Figura 2 es una seccidn de otro propagador mul-
tiplaca que es ilustrativo de los qQue pueden ser utilizados
de acuerdo con el procedimiento de esta invencidn.

Refiriéndonos a la Pigura 1, éata prasenta un propa-
gador (1) que comprende un tanque cilindrico de acero ino=-
xidable (2) con unos rebordes (3) y (4) en cada extremo del
mismo., Unas placas.superior e inferior (5) y (6) estdn her-
méticamente aplicadas a los rebordes (3) y (4) mediante las
mordazas (7). En el tanque (2) se bombea una mezcla de aire
y didxido de cerbono procedente de un depbsito (no mostra-
do) & través de un conducto (8) que esta conectado al tan~
que mediante un dispositivo de conexidn (9) en la placa (6)
Para controlar el caudal de esta mezela al tangue se utili-
za una vélvula (10). & través del conducto (11) que estd

conectado al tanqus mediante el dispositivo de conexidn (12
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tanque suba por encima del nivel deseado. Es necesario con-

415570

puede introducirse en el migmo medio, suero y otros nu=~

trientes adicionales. Para controlar el caudal de los nu~
trientes al tanque se utiliza una védlvula (13). El conducto
de salida (14) estd conectado al tangque mediante el dispo-
sitivo de conexidn (15) que se encuentra en la pbrcién su-
perior de la placa (5) con objeto de sacar el aire del tan-
que de manera que la presidn de aire en el interior de este
Ultimo no se acumule hasta alcanzar un nivel no satisfacto~
rio. Otro conducto (16) esta comsctado al tanque (1) me~
diante el dispositivo de conexidn (17) que estd situado 1li-
geramente por encima del centro de la placa (5) con objeto
de permitir que los fluidos sean sacados del tanque, evitan

do con ello que el nivel del fluido o de medio (18) en el

trolar el nivel del medio con objeto de garantizar la airea
cidn apropiada de las placas (19) a medida que giran a tra-
vés del medio. Las placas (19) estdn montadas en una barra

(20) que soporta las placas (19) separadas entre si, debido

a la presencia de separadores cilindricos entre cada placa.|

Un extremo de la barra (20) estd apoyado de manera que pue-
de girar en un cojinete (21) montado en un rebajo (27) en
la placa extrema (5). El otro extrego de la barrg (20) es-
t4 también apoyado de manera que puede girar en un cojinets
(23) que esté montado en un rebajo (24) de la placa extrema
(6). Un par magnédtico (25) montado fijamente sobre la barra
(20) es enganchado por el medio propulsor magnético (26)

¥ hace girar las placas (19) a través del medio (18) duran-
te las fases de crecimiento de las células y de infeccidn
por virus de la operacidn.

Ang8logamente, en la Figura 2 se encuentra un propagas

T
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dor (51) qué comprende una vagija cilindrica de aceroc ino-
xidable (52) con un reborde (53) en un extremo de la misma.
La placa (54) estd herméticamente fijada al reborde (53)
mediante las mordazas (55). En la vasija (52) se bombea ung
mezela de aire y didxido de earbono procedente de un depd-
sito (no mostrado) a través de un conducto (56) que se ex-
tiende a lo largo de la longitud de la pared de la vasija
(52) hasta el fondo de la dicha vasija (52), donde una por-
¢idn del conducto (56) se extiende a lo largo de la parte
posterior de la vasija. Esta poreidn del conducto (56) dis-]
pone de unas aperturas (57) que permiten la salida de la
mezcla de aire y didxido de carbono., Tambien se utiliza

un conducto de salida (59) para mantener la presidn de aire
dentro de la vasija a un nivel reletivamente constante., Se
utiliza otro conducto (60) pars proporcionar medio, suero

y otros nutrientes y para sacar el medio gastado y el pro-

ducto. Bl flufdo (58) se mantiene a un nivel ligeramente

' L . .
por encima de la mitad del volumen maximo para garantizar

la aireacidn apropiada de las placas (61) a medida que gi-
ran a través del medio. Las placas (61) estdn montadas en
una barra (62), que soporta las placas (54) separadas en-
tre si, debido a la presencia de separadores cilindricos en
tre cada placa. Un extremo de la barra (62) estd apoyado
de manera que puede girar sobre un cojinete (63) que estd
montado en un rebajo (64) en el fondo de la vasija (52).

El otro extremo de la barra (62) estd apoyade de manera

que tembién puede girar en un cojinete (65) que estd monta-
do en un rebajo (66) en la placa (54). Un par megnético (67
que cotd montado fijamente sobre la barra (62) es engancha-

do por un imdn propulsor (68) y hace girar las placas (61)

1
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cidad de una revolucidn cada 5 minutos y se hace pasar a

y 25 % de SPGA conteniendo una suspensidn de virus de pape-

a través del medio (58) durante las fases de crecimiento
Ge las células e infeccidn pornvirus del ciclo de DPYro-
duccidn.

El procedimiento de esta invencidn serd comprendido
mejor refiriéndose a los éiguientes ejemplos:

EJEMPLO 1

Un propagador giratorio de discos de titanio, con
un didmetro de placa de 6" (152,4 mm), un didmetro interno
del tanque de 7 1/4" (184,15 mm), una distancia de 5/8"
(15,87 mm) entré el borde de las placas y la pared del tan-
que y una relacidn de didmetro de la placa a didmetro in-
terno del tanque de 0,83, se carga con una meszcla de 1500
millones de células de embridn de pollo tripsinizadas y
Medio 199 conteniendo 45 ml/l de NaHCO3 al 2,8 £ y 10 % de
suero de ternera fetal. El propagador se mantiene en posi-
cidn vertical & una temperatura de 37°C y se efectia la
deposicién. Después el propagador se coloca de manera que
el plano de los discos se encuentre en el cje vertical y
se descarga una parte del medio y del suero hasta que la
unidad estd llena hasta la mitad o ligeramente por encima

de la mited. Después se hacen girar los discos & una velo-

través de la unidad aire o una mezecla de 95 % de aire y

5 % de COp, & un caudel de 100 cc/minuto, hasta que se ha
completado el ciclo de crecimiento celular, en cuyo momento
se descargan el medio consumido y el suerc del propagador
y este dltimo se lava con solucidn de Hank y se carga con

Medio 199 fresco, conteniendo 60 ml/l de NaHCO, al 2,8 g

ras derivados de 1 ml de una suspensidn cuyo --1og10
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TCID50/0s1 ml es 3,6. La unidad se hace girar de nuevo a
una velocidad de 1 revolucidn cada 5 minutos hasta que ya
no ge produce ningﬁn gumento en la concentracidn de virus
en los fiufdos que sobrenadan, en cuyo momento se inicies la
operaciéh de recoleccién de la vacuna.

Cuando se compara el titulo de la vacuna contra las
paperasg recogida de acuerdo con el procedimiento indicado
en este ejemplovcon el de una vacuna contra las paperas

producida por procedimientos convencionales, se observa un

aumento de diez veces en el titulo. Esto conduce a rendimie

tos sustancialmente aumentados de la vacura.
EJRIPLO 2
Un propagador rotatorio de discos, con una pila de
50. discos, cada uno de ellos con un digmetro de placa de
6" (152,4 mm), un didmetro interno del tanque de 7 1/4"

(184,15 mm), una distancia de 5/8" (15,87 mm) entre el bor-

de de lag placas y la pared del tanque, una relscion del

disdmetro de placa a didmetro interno del tangue de 0,80 y

una relacidn de superficie especifica a volumen de 5,5, se
carga con una mezcla de 1500 millones de células de embridn
de pollo tripsinizadas y Medio 199 conteniendo 45 ml/1 de

NallCO3 al 2,8 % y 10 % de suero de ternera fetal. El propa-
gador se mantienc en'posicién vertical a una temperatura de
37°C y se efectia la deposicidn. Al csbo de 3 -horas se des~
carga el fluldo del propagador y se introducen en el mismo

otros 1500 millones de células de embrion de pollo tripsini
zadas y, después de mezclar, la suspensidn fresca se trans-
fiere de nuevo al prepagador que se mantiene en la posicidn
vertical opuesta a le de la primera deposicidn, a una tem-

peratura de 37°C. Una vez completada la deposicidn, el pro—
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de 6" (152,4 mm),nﬁna distancia de 0,3" (7,62 mn) entre el

pagador se coloca de manera que el plano de los discos se
encuentre en el eje vertical y se descarga una parte del
medio y del suero hasta que la unidad estd llena hasta la
mitad, Entonces se hacen girar los discos & una velocidad
de 1 revolucidn cada 5 minutos y se hace pasar a través
de la unidad una mezcla de 95 % de aire y 5 % de CO, a un
caudal de 100 cc/hinuto, hasta que se completa el ciclo de
crecimiento celular, en cuyo momento se descargan del pro-
pagador el meéio agotado y el suero. El prcpagador se llena
de nuevo con Medio 199 fresco conteniendo 60 ml/lvde NaH003
gl 2,8 %y 2 % de suero de ternera recién nacida exento de
G~G ¥y 11 ml de una suspensidén de virus del sarampidn con
un -1ogq, TCID50/0,1 ml de 3,3 y se hace girar hasta que el
proceso de infeccidn es completo, en cuyo momento los flui
dos agotados se descargan y el contenido del propagador se
lava con solucidn de Hank. Después el propagadbr se recarga
con Medio 199 fresco y 60 ml/1l de NaHCO3 al 2,8 %y 10 %
de SPGA. Cuando la vacuna ha alcanzado la concentracidn de=
seada, se inicia la operacidn de recoleccidn de la vacuna.

Cuando se compara el titulo de la vacuna del saram-
pién preparada de acuerdo con el procedimiento indicado en
este ejemplo con el de una vacuna contra el sarampidn pro-
ducida por procedimientos convencionales, se observa un
significativo aumento del;titulo. Esto conduce a rendimien-
tos sustancialmente aumentados de vacuna.

EIEMPLO 3
Un propagador giratorio de Gisco, con un didmetro de

placas de 5,4" (137,16 mm), un didmetro interno del tanque

borde de las placas y la pared del tanque y una relacidn
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de didmetro de placa a didmetro interno del tamque de 0,90,
g0 cérga con una mezcla de 1500 millones de células de em-
bridn de pato tripsinizadas y Medio 199 conteniendo 45 ml/1
de NaHCOjy al 2,8 % y suero de ternera fetal al 10 %. El
propagador se mantiene en 1la posicidn vertical a una tempe-
ratura de 37°C y se realiza la deposicidn. Al cabo de 3 ho-
ras se descarga el flufido del propagador y se introducen

en el mismo otros 1500 millones de células de embridn de
pato tripsinizadas y, después;de mezelar, la suspension
fresca se¢ transfiere de nuevo al propagador gque se mantie-
ne en la posicidn vertical opuesta a la de la primera de-
posicidn, a una temperatura de 379C. Una vez completada la
deposicidn, el propagador se coloca de manera que el plano
de los discos se encuentre en el eje vertical y se descarga
una parte del medio y del suero hasta que 1la unidad estd
llena hasta la mitad aproximadamente. Entonces se hacen
girar los discos a una velocidad de 1 revolucidn cads 5 mi-
nutos y se hace pasar por la unidad una mezcla de 95 % de
aire y 5 % de 002 a un caudal de 100 cc/minuto, hasta que
ge completa el ciclo de crecimiento celular, en cuyo momen-
to se descargan del propagador el medio agotado y el suero,
después el propagador se vuelve a cargar con Medio 199 frej
co conteniendo 60 ml/1 de NaHCOy al 2,8 %, suero de ternerd
recién nacida exento ée G-G al 2 % y 42,7 ml de una sus-
pensidn de virus de la rubeola cuyo titulo es -logqq
IND50/0,1 ml = 3,5 ¥y se hace girar hasta que el proceso

de infeccidn es completo, en cuyo momento se descargan los
fluidos agotados y el contenido del propagador se lava con
solucidn de Hank. Entonces el propagador se recarca con

Medio 199 fresco, 60 ml/1 de NaECOy al 2,8 % y 10 ¢ de
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SPGA., Cuando la vacuna ha alcanzado la concentracidn desea-
da, se inicia la operacidn de recoleccidn de la vacuna.

Cuando se compara el titulo de 1la vacuna de rubeola
recogida de acuerdo con el procedimiento indicado en este
ejemplo con el titulo de una vacuna de rubeola producida
por el procedimiento convencional, se observa un aumento
significativo del mismo. Este aumento del titalo conduce a
aumentos sustanciales en el rendimiento de vacuna.

EJENPIO 4

Un propagador giratorio de discos de titanio, con un
didmetro de placa de 6" (152,4 mm), un didmetro interno del
tanque de 7 1/4" (184,15‘mm), una distancia de 5/8% (15,87
mm) entre el borde de las placas y la pared del tanque y
una relacidén de didmetro de placa a didmetro interno del
tanque de 0,83, se curga con una mezcla de Medio Basel de
Eagle y caldo de triptosa~fosfato con 5 % de suero de terneF
ra fetal y 3 x 10° células de embriones de pato tripsiniza-
dos de 12 dfas de edad y 3,6 x 10° PFU de THV de Marek. El
propagador cargado se mantiene en 1la posicidn vertical a
una temperatura de 37°C y se efectla la deposicidn. Después
8l propagador se coloca de manera qﬁa el plano de log dis-
¢08 se encuentre en el eje vertical y se descarga una parte
del medio y del suero hasta que la unidad estd llena hasta
la mitad aproximedamente. Después los discos se hacen girar
a‘una velocidad de 1 revolucidn cada 8 minutos y se hace
pasar a través del propagador aire o una mezcla de 95 % de
aire y 5 % de C0,, a un caudal de 100 ce/minuto. E1 pH se
-ajusta de ﬁez en cuando con NaHCO3 al 7,5 % de manera que
permanezca dentro de los 1i{mites de 6,8=7,4. También se

agrega glucosa al sistema periddicamente de manera gue en

.
.
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ningdn'momeqto la concentracidn de glucosa se sélga de los
limites de 15-100 mg/100 ml. Al sexto dfa después de la de-
posicidn, se descarga el medio agotado y se transfieren al
propagador 6 litros de KCl/tripsina. Entonces las placas

se hacen girar a traves de la solucidn de tripsina a una
velocidad de unas 20 revoluciones/minuto durante 5 minutos.
La suspensidn celular se descarga del propagador yrse agre-
ga al mismo suero de ternera fetal hasta que se obtiene una
concentracion final del 7,5 % de suero de ternera fetal.
Después la suspensidn se centrifuga durante 10 minutos. EL
contenido se resuspende entonces en suero de ternera fetal
al 15 %.

Cuendo la vacuna se prepara por este método, en el
equipo descrito, se obtiene un aumento sustancial del titu-
1o en comparacidn con el titulo obtenido cuando se utiliza
el equipo y los procedimientos convencionales. Este aumen-
to del t{tulo conduce a rendimientos considerablemente au-
mentados de vacuna.

EJEMPIO 5

Un propagador giratorio de discos de titanio, con
un didmetro de placas de 6" (152,4 mm), un didmetro interno
del tanque de 7 1/4" (184,15 mm), una distancia de 5,8"
(15,87 mm) entre el borde de las placas y la pared del tan-
que ¥y una relacidn de didmetro de placa a didmetro interno
del tanque de 0,83, se carga con una mezela de 300 x 106
células WI-38 en Medio EBME conteniendo 10 % de suero de
ternera fetal y 10 ml/l de glutamina. ELl propagador y su
contenido se mantienen entonces con el plano de las placas :
en el eje horigontal a 37°C, hasta que se ha conseguido la

depogicidn. Después el propugrdor se coloca de manera gue
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el plano de los discos se encuentre en el eje vertical ¥y
se descarga una parte del medio y del suero hasta que la
unidad estd llena hasta la mitad aproximadamente. Dsspuds
los discos se hacen girar a una velocidad de 1 revolucidn
cada 5 minutos y se hace pasar a través de la unidad aire
o0 una mezecla de 5 % de Co, ¥ 95 % de aire a un caudal de
100 cc/minuto. Veinticuatro horas mds tarde se descarga el
medio de la mdquina y la unidad se rellena con un volumen
igual de Medio EBME fresco conteniendo 5 % de suero de ter-
nera fetal y 10 ml/1 de glutamina, Al cabo de 48 horas mds
de giro y gasificacidn, se recolecta la unidad., Para esta
operacidn la unidad se vacia de medio agotado y deapuds se
llena hasta la mitad con una solucidn que contiene tripsina
Les placas se hacen girar a través de la solucidn de tripsi
na a una velocidad de 20 revoluciones/minuto durante 5 mi-
nu&os. la suspension celular se descarga del propagador y
se aflade suero de ternera fetal hasta que se obtiene una
concontracion final del 7,5 % de suero de ternera fetal.
Después la suspensidn se centrifuga durante 10 minutos para
granular las células y estas dltimas se suspenden de nueﬁo
en Medio 199, 15 % de suero de ternera fetal y 45 ml/1 de
NaHCO3 al 2,8 %. Cuando se preparan por este método célu-
las WI-38 en el equipo descrito, se obtienen con gran efi-
ciencia y economia en comparacidn con las células produci-
das utilizando equipos y procedimientos convencionales.
EJBIPLO 6

Un propagador rotatorio de disco, con un didmetro de
placasg de 6" (152,4 mn), un dismetro interno del tanque de
7 1/4" (184,15 mm), una distancia de 5/8" (15,87 mn) entre

el borde de las piacas y la pared del tanque ¥y una relacidn
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de didmetro de placa a didmetro interno del tandue de 0,33,
se carga con una mezcla de 3000 millones de células de em~
bridn de pollo tripsinizadas, Medio 199, 45 ml/1l de NaHCO,
al 2,8 % y 5 % de suero de ternera fetal. El propagador se
mantiene en posicidn vertiéal a una temperatura de 37°C y
se efectia la deposicidn. Al cabo de 3 horaé, se descarga
el fluldo del propagador y se introducen en el mismo otros
3000 millones de células de embridn de pollo tripsinizadas
¥, después de mezelar, la suspensidn fresca me transfiere
de nuevo al propagador que se mantiene en la posiéién ver-
tical opuesta a la de la primera deposicidn, a una tempera-
tura de 3f°C, con objeto de efectuar la deposicidn sobre 14
segunda cara de los discos. Cuando se ha conseguido esto,
el propagador se coloca de manera que el plano de los dis-
cos se encuentre en el eje vertical y se descarga una parte
del medio y dei suero hasta que la unidad estd llena hasta
la mitad aproximadsmente. Entonces los discos se hacen gi-
YAy a una vélocidad de 1 revolucidn cada 5 minutos y se pa-
ga a través del propagador aire o una mezcla de 5 % de 002
¥y 95 % de aire, a un caudal de 100 cc/minuto. Cuando las
células han alcanzado el estado confluente y ha cesado su
crecimiento, pueden ser recolectadas,

Se descarga el medio del propagador y este ultimo s#
llena hasta la marca que sefiala la mitad con una solucidn
que contiene tripsina. lLas placas se pacen girar a través
de la solucidn de tfipsina a una velocidad de 20 revolu-
ciones/minuto durante % minutos. Se descarga la suspensidn
celular del propagador y se afiade suero de ternera fetal
hasta que se obtiene una concentracidn final del 7,5 % de

suero de ternera fetal. Después la suspensidn se centrifu~
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ga durante 10 minutos para granular las células y estas ul-
timas se suspenden de ndevo en Medio 199, 15 %'de suero de
ternera fetal y 45 ml/1 de NaHCO3 al 2,8 % |

Cuando se preparan células de embridn de pollo por
este método en el equipo descrito, se obtienen con una
gran eficiencia y economfa en comparacidn con las células
producidas utilizando procedimientos y equipos convencio-
nales.

EIRIPIO T

Un propaegador giratorio de discos, con un didmetro
de placas de 6" (152,4 mm), un éiémetro interno del tanque
de 7 1/4" (184,15 mm), una distancia de 5/8" (15,87 mm)
entre ol borde de las placas‘y la pared del tanque y una
relacidn de didmetro de placa a didmetro interno del tan-
Que de 0,83, se carga con una mezela de 3000 millones de
células de embridn de pato tripsinizadas, Medio 199 F10 al
5 % de suero de ternera fetal, 30 ml/1 de NaHCO4 al 2,8 /B
E) propagador se mantiene en la posicidn vertical a una
temperatura de 37°C y se efectla la deposicidn, Al cabo de
3 horas, se descarga el flufdo del propagador y se introdud
cen en el mismo otros 3000 millones de células de embridn
de pato tripsinizadas y, después de mezclar, la suspensidn
fresca se transfiere de nuevo al propagador que se mantie-—|
ne en la posicidn vertical opuesta a la de la primera depo+
sicién, a una temperatura de 37°C, con objeto de efectuar
la deposicidn sobre la segunda cara de los discos. Cuando
se ha congeguido ésto, el propagador se coloca de manera
que el plano de los discos se encuentre en el eje vertical
y se descarga una parte del medio y del suero hasta que la

unidad estd llena hasta la mitad aproximadamente. Entonces
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se hacen girar los discos a una velocidad de 1 rebelucibn
cada 5 minutos y Sé:haqe pasar a través del propagador aire
o una mezcla de 5 % de CO, 7 95 % de aire, & un caudal de

100 cc/minuto. Cuando las células han alcanzado el estado

confluente y ha cesado su crecimiento, éstas pueden ser reco

lectadas.

Se descarga el medio del propagador y este ltimo se
1lena hasta la marca correspondiente a la mitad con una soly
cién que contiene tripsina. Las piacas se hacen girar a tra-
vés de la solucién de tripsinz a una velocidad de 20 revolu-
ciones/minuto durante 5 minutos. Se descarga la suspensidn
celular del propagador y se agrega suero de tornera feotal g
ta que se obtiene una concentracidn final de 7,5 %'de sﬁérb
de ternera fetal. Después la suspensidén se centrifuga duran-
te 10 minutos para granular las células y estas fltimas se x

%,

suspenden en Medio 199 F10, suero de termera fetal al 5
30 ml/l de NéHCOB al 2,8 %.

Cuando se.preparan células de embridn de pato por es
te método en el equipo descrito, se obtienen con gran eficiep
cia y economia en comparacidén con las células producidas uti+t
lizando procedimientos y equipos éonvencionales.

En resumen, la Pabtente de Invencidn gue se solicita
debers recaer sobre las siguientes: .

RETVINDICACIONES

1. Un dispositivo propagedor multiplaca para la pro-
duceidbn de por lo menos ur miewbro seleccionado entre el gru
po formado por céluias y vacunas, cuyo propsgador comprende
in vanque cilindrico y una multiplicidad de placas que estén
montadas giratoriamente en dicho tanque, presentando dicho

propagador una relacidén de didmetro de placa a difmetro inter|
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0o del tanque comprendlda entfa 0,80y 0,92 aproximadanente.

2. Un dispositivo propagador, segln la reivindica-
cién 1, en el que los bordes de dichas placas estan separa-
dos.de la_pared.del_tanque por. una disbtancia .de, aproximada- |
mente C,5 a 0,75" (12,70 s 19,05 mm).

3. Un diSpOSifiVO propagzdor, segin las reivindi-
cacioﬁes 1y 2 en el que dicho propagador présenta una vela-
cibn de superficie especifica a volumen de 5,5 a 6,0 aproxid
madamente. - '
4. Un dispositivo propagador seghn la reivindicacidn
1, en|el cual la relacidn es entre aproximadamente 0,82 y
0,83. |

5. 8Se reivindica, por 0ltimo como objetoAsoBre el

que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
f
UN DISPOSITIVD PROPAGADOR MULTIPLACA PARA LA PRODUCCION DE
FOR IELULAS Y VACUNAS.
Todo conforme gueda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de dieciocho piginas

mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.

Madl:ld 5 Junio 1.973
BERNARDO UNGRIA
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