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Ia presente invencidn se relaciona con un perfec-
cionado medio de cultivo para el emsayo de productos anti-
genos que contienen timerosal y que incluyen una concentra-
c¢ién de penicilamina o de sus sales de adicién dcidas inhi-
bidora del timerosal en el medio de cultivo, la adicidn de
penicilamina inhibe el timerosal de manera que se desarro-
llen organismos libres y sean observedos durente el enseyo.
Hemog descubierto también un método perfeccionado de ensa-
yo de esterilidad en el que se utiliza nuestro perfecciona~
do medio de cultivo.

Ia adicién de penicilamina al medio de cultive
empleado en el ensayo de esterilidad de productos antige-
nos que contienen timérosal inhibe el efecto microblcida
de éste Ultimo. Ie penicilemine es més efectiva, ¥y més con-
sistentemente efectiva, en la inhibicidén del timerosal que
los otros compusstos mercaptos. Es muy sorprendente hallar
un compuegto de eficacia tan superior a le de otros com-
puestos aparentemente similares.

. ..Ie penicilemina puede usarse en la préctice de
nuestro método y en nuestro medio de cultivo como la base
o como sus sales de adicién dcidas, Sales de adicién 4ei-
das Wtiles y ejemplificatives incluyen al hidrobromuro, ni-
trato, fosfato,.sulfato y toluenosulfonato. Ie forme pre-
ferida de uso de. la penicilamine en nuestro método es la
del hidrocloruro,rdebido & su eleveda solubilided en agua.
El término "pernicilamina" se empleard en 1a'aiguiente deg=

ceripeidn y en las reivindicaciones para incluir a 1a'pro-

pia penicilamine y & sus sales de edicién dcidas,
Los productos antigenos a los que han de aplicar-

gse los engayos de esterilidad antesvde su liberacidén para
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u80 por las profesiones médices incluyen materiales biold-
gicos inmunizantes de origen becterieno y virel, toxinas,
toxoides y antitoxinas, preperedos de ensayo, tales como
la toxina de emsayo cuténeo de la difterie y el antigeno
de enseyo outdneo de la papera y productos inmunizantes
que contienen mezclas de anti{genos. Por ejemplo, los gi-
guientes productos antizenos bien conocidos estdn sujetos

2l requisite de un ensayo de esterilidad:

vacuna ceterral

toxoides combinados de la difteria y el téteno

vecunas contra la gripe

vecuna contra la papera

vacung contra la tos ferina

vacuna contra le rabia

vacuna estafilocdcica

vacuhe estreptocdcica

toxoide del tétano

vacuna combinade contra difteria, tétano y tos
ferina

vacupna contra el tifus

vacune tifolidea

vacuna contra virus B

vecuns contre el herpee simple

entigeno bacteriano respiratorio

antigeno bacteriano estzfilocdcico-estreptocdcico

vacuna contra el cdlera

vacuna contra el sarampidn

vacuna contra la viruela

antigeno tifoide |

toxoide Clostridium perfringens
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vacuna leptospira

antitoxine del tétanc

vecuns penleucopénica felins

Nuestro perfeccionedo método de ensayo de este-
rilided es aplicable & los anteriofea ejemplos y & todos
los productos antigenos que contienen timerosel.

Un ensayo de esterilidad se realiza diluyendo el
producto ant{geno & enseyar en un adecuado medio de culti-
vo ¥ observando el desarrollo de microorganismos libres en
ol medio de cultivo durante un perfodo de deserrollo en
condiciones adecuadas. Nuestro perfeccionado método de es—-
terilidad es efectivo en cualquiera de los medics de culti-
vo Gtiles en el ensayo de esterilided. Cualesquiera de ta-
les medios de cultivo ttiles son utilizables como base de
nuestro perfeccionado medio de oultivo.

En general, los medios de cultivo itiles pare el
ensayo de esterilidad comprenden fuentes disponibles y so- |
lubles en agus de cerbono, nitrégeno y sales inorgénicas.
Iag infusiones de carne, extracto de levadure, peptonas,
azdcares y productos de digestidn enzimditicos de proteinas
naturales, constituyen fuentes satisfactorias de carbono
¥ nitrégeno utilizebles. Por ejemplo, se emplean la dextro-
ga, el extracto de misculo de vacuno, extracto de corazdn,
producto de digestidn papaico de proteins de soje, produc-
to de digestidn pancredtico de caseina, productos de diges-
ti&n pépticoslﬁe‘pﬁsculo y productos de digestidén de gelaw

tina. Pueden suministrarse sales inorgénicas como impure-

zes en minime cuantfa en logs otros ingredientes o como sa-

les puras,

~ Por ejemplo, se acepten los siguientes medios de
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cultivo para el ensayo de esterilidad por laes organizacio-

nes oficiales responsablesg:

Medio de tioglicolate fldido

l~cistina 0,5 &
cloruro sédico 2,5 ¢
dextrosa . 5,5 &

agar granular (menos del 15% en peso

de humedad) ' 0,75 &
extracto de levadura soluble en ague 5,0 g
producto de digestién pencredtico de

ceseina 15,0 g
tioglicolato sddico 0,5 g
resazurina (solucién &l 0,1%) 1,0 ml
agua - 1.000 ml

Medio de producto de digestidn caseinico de soja

producto de digestidn pencredtico
de caseina o 17 g
producto de digestién pepaico de

herina de soja ' 3,0 g
cloruro sédico 5,0 g
foafato potdsico dibdsico 2,5 g
dextrose 2,5 8
agua 1.000 m1

Los siguientes medios de cultivo son ejemplifica~

tivos de los que resultan Gtiles para el ensayo de esteri-
1idad y que ademds son Utiles, sunque no aceptados por las
organizaciones reguladoras, en la prdctice de nuestro per-

feceionado método de ensayo de esterilidad.
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Medio de tioglicblato alterno

l-cistina 0,5 &
cloruro sédiceo 2,5 8
dextrosa 545 &

extracto de levadura soluble en agua 5,0 g

producto de digestién pancredtico

de caseina ' 15,0 g
tioglicolato sbdico 0,5 &
ague 1.000 ml

Medio de Sabouraud f£liido

dextrose | 20 g
producto de digestién pancredtico

de caseins 5 8
producto de digestibn péptico de

tejido animal 5 &
agua: - . _ 1.000 ml
Medio nutriente
extracto de carne vacune 3
peptona. 5
agua purificadas 1.000
Medio de infusidn de sesgs y corazén
segos de ternera, infusién 15,80 g
infusién de corazén de vacuno 19,70 g

proteosa o producto de digestidn
pencredtico gelisato de gelatina 0,79 g

dextrosa 0,16 g
cloruro sédico 0,40 g
fosfato disddico 0,20 g

egua 1.000 ml
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Medio Tween 20 de triptona azolactina

producto de digestién pancredtico de

caseina 20
azolactine 5
Pween 20 (éster sorbitano polioxi-

etilénico) 40 m
ague, 960 ml
Medio de infusién de corazdn
infusién de corazén vacuno 25
extracto de levadura 10

proteosa o producto de digestidn
pancredtico gelisato de gelatina 10 g

agua 1.000 ml

Nuestro perfeccionado método es efectivo en cual-
quier medio de cultivo edecusdo pars ensayo de esterilidad,
inciuyendo aquellos anteriormente ejemplificedos. ILos ex—
pertos en la materia pueden seleccionar perfectamente un
medio de cultivo para un enseyo determinado; ordinariamen~
te ol medio es especificado por la organizecidn reguladora.

Un ensayo de esterilidad de acuerdo con nuestro
perfeccionado método se realiza afindiendo una pequefin cane
tidad del producto antigeno & ensayar y une pequefia canti-
dad de penicilaming e une cantidad comparativamente grande
de un medio de cultivo tal como los anteriormente ejempli-
ficados. ILa ventaja de nuestro perfeccionado método reside
en la reduccidn de la necesaris relacién entre la cantidad
de producto antigeno y la cantidad de medio de cultivo usa-
da en el ensayo.

El organismo libre conocido més sensible al ti-

merosal es el Aspergillug niger, habiéndose determinado
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asil la necesaris dilucidén del producto antigeno mediante
el empleo de dicho microorganismo como indicador. Un ensa~
yo convencional, sin el uso de penicilamina, se realiza
diluyendo el producto antigeno en el medio de cultivo de
panera que la concentracién de timerocssl en aicho medio
sea aproximadamente de 1:50.000,000, El A, niger se des-
arrollard en un medio que contenga dicha concentracién de
timerosal, Si el producto antigeno contiene la concentra-
cién comdn de 1:10.000 de timerosal, es necesario diluir.
1l md. de dicho prdducto en 5 litroé de costoso medio de culw
tivo estéril,

El uso de penicilamina de acuerdo con nuestro
perfeccionado método de enseyo de esterilidad permite una
disminucidn sorprendentemente grande del producto antige-
no en la dilucién y por consiguiente en la proporcidn del
medio de cultivo empleado. El A, niger se desarrollard en
un medio. de cultivo que contenga una .adecuada concentra-
oién de penicilamina en presencia de concentraciones de
timerosal inferiores a 1:800.000 aproximadamente, Egtas
concentraciones .son equivalentes a una. dilueién de 1 ml

de producto antigeno, que contenga 1:10,000 de timerosel,

| en unos. 80 ml por lo menos de medio de cultivo. Es prefe-

rible diluir el producto antizeno en el medio de eultivo
de manera que el:contenido en timerosal de dicho medio sea
de 1:800.000 & 1:10.000.000 aproximsdamente.

El ‘aspecto de novedad de nuestro perfeccionado
método de enééjo de esterilidad es la adicién de una con-
centracién inhibidore del timerosal de penicilamina al me-

dio de cultivo en el que se cultiva el producto antigeno.

. 1o preferida gama de concentraclones de penicilamina es del
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0,05 &l 0,5% aproximadamente, "Porcentaje" quiere decir
aqui "gramos por 100 milflitros". El limite superior del
0,5% de penicilamina es el méximo aproximado gue puede afin~
dirse sin causar alguna inhibicién de algunos organismos 1i
bres y gensibles por la propia penicilamins, El 1fimite in-
ferior de concentracidn de penicilaming varia algo con la
concentracién permisible de timerosal en el medio de cul-
tivo. Si es aceptable une elevada dilucién del producto
antigeno y por consiguiente una baja concentracién de time-
rosal, resultard entonces adecuzda una baje concentracién
de penicilamina, El nivel 4ptimo de concentracién de peni-
¢ilaming en las aplicaciones habituales de nuestro método
es del 0,15 al 0,25% aproximadamente.

Los expertos en la técnica microbioldgica apre-
ciardn que unas concentraciones de penicilamira situadas
fuera del nivel preferido son ¥tiles en la inhibicidn del
timerosal en casos especificos, dependiendo del medio de
cultivo seleccionado y de los particulares organismos lie
bres que interesen en el producto antigeno.

Nueatros perfeccionados medios de eultivo para
el ensayo de esterilidad comprenden concentraciones de pe-
nicilamine inhibidoras del timerosal y medios de cultivo
adecuados para el aensayo de esterilidad. Tales perfeccio-
nados medios de cultivo son nuevos debido a la presencia de
penicilamina, Los medios de cultivo sobre los que se began
nuestros perfeccionados medios son aquéllos bien conocidos
en 1a técnica microbioldgica e incluyen, aunque sin limi-

tarse a elios en modo alguno, los medios anteriormente

ejemplificedos.
Los niveles preferidos y dptimos de concentracio-
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ng/cmz). .

- madamente. EL hongo fue afiadido siempre al medio de culti-

- 10-

neg de penicilamina en nuesiros perfeccionados medios de
cultivo son igusles a las correspondientes concentraciones
usadas en nuestro perfeccionado método de ensayo.

Hemos demostrado la eficacia de nuesiro perfec-
cionado método de ensayo de esterilidad mediante ensayos
cientificos controlados. En todos los ensayos a indicar
seguidamente, el organismo de ensayo fue el Aspergillus
nizer, debido & su elevadisima sensibllided al timerosal.
la concentracién de A, niger en los cultivos se expresa
como titulacidn, el reciprdco del logaritmo de bage 10 de
la méxime dilucién en que podria emplearse el cultivo para
inocular medio estéril fresco.

Como abreviatura de penicilamina se uga PAM,

Ejemplo 1 -

Se efectud este ensayo para probar la eficacia
de la penicilamine en cuanto a inhibir el efecto del time-
rosel, El medio-de cultivo usado fue el de tioglicolato
fldldo, cuya férmula se muestra anteriormente., EL medio fue
esterilizado mediante aplicacién de autoclave a una pre-

8idn de 15.a 17.libras por pulgada cuadrada (1,05 a 1,19

-Ia penicilemine se suministré como solucién al
20% en peso de hidrocloruro de penicilamina en agua. Ie so-
lucién fue.esterilizada mediante ultrafiltracién.

-.Se afadieron contaminaciones controladas de A. ni-
ger & los cultivos.de ensayo desde wuna suspensidn de mate~
rial que contenis A, niger con une titulacidén de 6 aproxi-

vo después de agregarse el timerosal y la penicilamina,
Se ensay$ hidrocloruro de penicilamine 81 0,1 ¥y
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0;2% contra concentraciones de timcrossl de 1:405.000 a

1:4,000.000. Se incluyeron controles positives de penieil-

amina y timerosal. Cada combinmcidn (e concentraciones de

penicilamine y timerosal se afiadib a doce tvhos de medio
de eultivo. Esfos tubos fueron divididos en cuatro grupos
de ‘bres cada uno. Se agrezaron a los tubos unas cantldades
de suspensién de A, niger que proporcionaron concentracio=-
nes de éste Wltimo en los cuatro grupes de tubos de 10“3,
204, 1070 y 10~8 respectivemente de la concentracién de
1a suspensibn de material.

; Se dejeron cultivar log fubcs durente 14 dfas a
une fempérabuna de 20 & 25°C, Al cabo de este tiempo, se
observd en los tubos el desarrclle del A, riger y se calcu-
14, mediente el método de Reed ¥ Muench, la titulacién, ou~
yo método compute la titulacidén a partir de la observada
capacidad de desarrollo de las diversas concentraciones de
hongose.

Seguidamente se muestran los resuliados del cn-

" gayo, que fueron reproducidos dos veces. Un guidn indioca

que no se ensayb la combinaclén individual de btimerosel y

peniclleming,
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Concentracién 0,1% PAM 0,2% PAM

de timerosal Reproduc- Reproduc- Reproduc- Reprodug
clzg 1 ¢cion 2 cien 1 cion 2

0 6,5 5,5 645 595

1:1,000,000 (sin

PAM) £ 3,5 —— { 3,5 —
1:4.000.000 (sin -

PAM) = £2,5 — <2,5
1:400.000 < 3,5 —— 5,0 —
1:800.000 - 5,0 £2,5 545 4,5
1:1.000,000 5,0 4,0 545 5,0
1:2.000.000 ———— 5,0 : —— 5,0
1:4.000.000 T s 5,0 e 5,0

Los anteriores datos muestran que un 0,1% de
penicilaming es suficiente bajo estas condiciones para in-
hibir una Qoncentracién de timerosal de 1:1.000.000 en uns

‘mayoria de cultivos individueles. Una concentracién de

1:1.000.000 de timerosal en todos los tubos de cultivo es
inhibida por una concentracién del 0,2% de penicilamina,
proporcionando un ensayo seguro con wi menor volumen de me-
dio. Cuando se inhibe el timerosal, el A. nigzer inoculado
se desarrolla & una titulacidn normal de maners que puede
ser definidemente ildentificado como organismo contaminador
en el producto antigeno.
_ Ejemplo 2

. Se cul$iv6 ung serie de organismos durante 14
dies 2 una temperatura de 30 & 32°C, en el cago de bacte-
rias, o0 de 20 a 25°C en el caso de hongqs, en medio de tiow
glicolato fldido estéril y en el mismo medio conteniendo
wn 0,2% de penicilamina para asegurar que ésta no inhibiese

ol desarrollo de los organismos. Los resultados se muestran
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a continuacidn.

Titulacioneg de los organismos

Organismo de ensayo - Control positivo 0,2% PAM
S. aureus 9,0 9,5
B, subtilis o 7,0 7,5
B. vulgatus : - 7,0 3,0
P, aseruginosa 8,5 8,5
C. albican 6,5 545
S. cerevisiae 7,0 7,0
P. notatum 6,5 6,5
A, niger 6,0 6,0

Los resultados de este emsayo prueben que la pe-
nicilamina no es inhibidora de microorganismos representa-
tivos, tales como los que  pueden encontrarse en los produc—
tos anti{genos. ’

Los ensayos resefiados en los siguientes ejemplos
son ensayos de esterilidad de productos antigenos efecti-
vos & los que e han afiadido cultivos contaminadores de

A s niggr .
Ejemplo 3

Se ensayd estérilmente una vacuna combinada con-
tra la difterda, tos ferina y tétano, que contenia una con-
centracién de timerosal de 1:10.000, con inoculacidn afia-
dida de A, niger. Se prepararon cuatro grupos de doce tubos
de cultivo de medio de tioglicolato fliido. Se retuvieron
doce tubos como controles en blanco. A cada uno de otros
12 tubos se afiadid un 0,2% de hidrocloruroe de penicilamina
como controles positivos, A cada unp dé un tercer grupo de
12 tubos se afiadié 1 ml de la vacuna, dando una concentra=

cidén de timerosal de 1:1.000.000. A cada uno de un cuarto
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grupo de 12 tubos se afiadié 1 ml de la vacune y un 0,2%
de hidrocloruro de penicilamina,

Cada grupo de 12 tubos fue dividido en grupos de
tres y se afiadié suspensidén de A. niger a los tubos como
en el Ejemplo 1. El desarrollo ¥ el.célculo de la titula-
cién tuvieron lugar como en el Ejemplo 1. '

Se realizaron cuatro ensayos con diferentes lo-

tes de vacuna., Los resultados se muestran seguidamente.
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4

Control en blanco 545 5,5 545 6,0

Control positivo 545 5,5 5,5 5,5

Vacuna afiadida <3’5 <3’5 3,0 315

Vacuna mdg PAM afiadida 5,5 4,5 5,0 5,0
Ejemplo 4

Se efectuaron ensayos similares a los del Ejem=
plo 3 con un toxoide tetdnico f£liido que contenia 1:10.000
de timerosal cbmo'vacuna de ehsayo. Los resultados, usando
dos lotes del pfédﬁcto antigeno, se muestran geguidamente.
Ias eoncentracibﬁég y procedimientq fueron iguales & los
del Ejemplo 3.“ e

Ensayo 1 Ensayo 2

Control en blanco. | 5,5 545

Control positivo ' 5,5 5,5

Vacuns afadida. < 3,5 3,5

Vacuna més PAM afiadida 4,5 6,0
Ejemplo 5

Se repitid el procedimiento del Ejemplo 3 en el
ensayo de tres lotes de vacuna contra el virus de la gripe

gque contenis 1:10.000 de timerosal, Los resultados se mues-—
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tran seguidamente.
. ‘Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Control en blanco 5,5 5,5 6,0

Control positivo T 5,5 5,5 543

Vacung afisdida 43,5 - 3,5 3,5

PAN mds vacuna afiadida 5,0 545 5,5
Ejenplo 6

Se efectuaron ensayos similares en todos los as-
pectos 2 los del Ejemplo 3 sobre una vecuna tifoide que
contenia 1:10.000 de timerosal. Los resultados se muestran
a continuacidn,

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo J

Control en blanco 5,5 545 6,0

Control positivo 5,5 5,5 5,5

Vacuna afadida <3,5 <2,5 €2,5

Vacuna més PAN afiadida 4,5 4,5 5,0
Ejemplo 7

Se repitié el procedimiento general del Ejemplo
3 en el ensayo de une vacwuna combinada de parainfluenza-3
¥ bacterina de Pasteurella multocida y Pasteurella haemo-
lytica que contenia 1:20,000 de timerosal. Los dos prime-

ros ensayos a sgeiialar ge realizaron en un medio producto

de digestidn de caseina de soja, usando 40 ml por tubo.

Ia concentracién de timerosal en el medio de cultivo era
por consiguiente de 1:800.000. Is concentracién de penicil~

amina ere del 0,2%. Se ensayaron dos lotes de la vacuna.
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Engayo 2
Control en blanco 71,0
Control positive 6,5
Vacuna aefindida £ 345 43,5
Vacune més PAM afindida Ty3 7,0

Otros dos lotes de la misma vacuna fueron ensa-
yados en un medio de tioglicolato fldido, usande tubos de
40 y 100 ml, que contenf{an respectivamente 1:800.000 ¥y
1:2,000.000 de timerosal. ElL contenido de penicilemina fue
de nuevo del 0,2%, .

Los resultados a 1:800.000 de timerosal fueron
los siguientes.-

Ensayo 1 [Ensayo 2

Control en blanco 6,0 6,0

Control positivo 5,5 5,5

Vacuna afiadide , £ 2,5 {2,5

Vacuna més PAM afiadida 7 5,5 6,0
Ejemplo 8

Se empled el mismo procedimiento general en el
engayo de.una vacuna combinaede contra el virus de l2 rino-
traqueitis -bovina jinfecciosa y el virus de parainfluenza~3
7 bacterina de Pagbeurella multocida y Pasteurells Haemoli-
tica, que -contenia, 1:20.000 de timerosal. la usada concen- |
trecién de penicilamina fue del 0,2% en todos los ensayos.
Se ensayaron tres lotes con une dilucién de 40 ml de medio
tioglicolato £ldido, concentracién de timerosal de
1:800.000, y tres lotes con una dilucién de 100 ml de medio
de tioglicolato fliido, eguivelente & una concentracién de
timerosel de 112,000,000,

Los resultados & 1:800,000 de timerosal se indie
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can seguidamente.

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Control en blanco 7,0 - 5,5 6,0
Control positivo 645 5,0 545
Vacune afindida - 4 345 - L 2,5 £ 2,5
Vacuna més PAM afiadida 6,0 5,5 5,0

Los siguientes resultados se obtuvieron e una

concentracidén de timerosal de 1:2.,000.000.
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Control en blanco 6,0 6,0 6,0
Control positivo - 5,5 545 6,0
Vacuna afiadids £2,5 £2,5 3,5
Vacuna mds PAM afiadida 6,5 5,5 5,5

Todos los ensayos sefinlados en los Ejemplos 3 a
8 muestran que la penicilamina es altamente eficaz en la
inhibicidn del timerosal en el ensayo de egterilidad. En
cada caso, el desarrollo del organismo libre en el medio
de cultivo fue severamente reducido por la concentracidn
de timerosal introducide en el sistema de ensayo de esteri=-
lidad por el producto antigeno. En cada caso, la adicidén
de penicilamina de acuerde con nuestra invencién al medio
de cultivo inhibid al timerosal, de manera que el organis-
mo libre se desarrolld aproximedamente de modo normal. Asi,
el observador del ensayo, precticando nuestra invencién,
podria haber observedo al organismo libre y aprecisdo que
el producto antigeno bajo en emsayo estaba contaminado y

era inaceptable.
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RETVI EDICACTONE:!

l. Método de preparac1on de un perf3001onado medic
de cultivo para eneayo de esterllldad de productos antigencs
que contienen timerosal, que comprende la adicibén de una co%
centracién inhibidora del timerosal de penicilamina o de ung
sal de adicidn &cida de la ﬁisma a un medio de culbtivo ade-
cuado'para el ensayd de esterilidad de productos antigeﬁos._'
| 2. Método segln la reivindicacidn 1, en el que la
concentracién de pénicilamina_o de una sal de adicidn &cida
de la misma es del 0,05 al 0,5% aproximadamente.

3., Método segln las reivindicaclones 1 6 2, en el

gue la concentracién de penlcllamlna o de una sal de adicidn

dcid de la misma es del 0,15 al 0,25% aprox1madamente.

4, Se reivindica por ltimo como objeto sobre el
gue ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicitva:
METOPO DE PREPARACION DE UN PERFECCIONADO MEDIO DE CULTIVO
PARQ ENSAYO DE ESTERILIDAD DE PRODUCTOS ANTIGENOS.

- Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria deéscriptiva -que consta de diéciocho paginas
medanografiadaé. » .

Madrid, 21 agosto 1.973
BERWARDO UNGRIA

p%/'/” / )
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