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Este invento se refiere a un método de
inactivar virus, en donde se destruye el poder in-
fectente mientras que ze retienen las propiedades
antigenas, vy en perticular se refiere a la inacti-
vacion de virus, del grupo mixovirus.

En la técnica se han descrito diversos in-
tentos para reducir o separar las propiedades infec-
tivas, es decir la cepacidad de producir enfermedad,
de los virus de tal modo que puedan emplearse en
vacunas. Por ejemplo, exsto puede efectuarse por ate-
nuscion, es decir debilitamiento de la cepa 3Je virus
por pasos en serie, que sltera el virus de tal modo
que pierde sustancialmente toda su patogenicidad
sin perder su capacidad de evocar une. reaccidn in-
munogena suficiente. Sin embsrgo, le inmunogenicidad
de un virus atenuado es frecuentemente insdecuada
Y existe siempre el riesgo de que revierta a su es-
tado virulento.

Otro método conocldo en la técnica es la
inactivacion, que comprende la utilizacidn de agen=
tes quimicos o fisicos, que atacen y desnaturalizan
los constituyentes proteinicos fundamentales y otros
de los virus, con 1o cual los hacen incapaces de
multiplicarse. Por ejemplo, se ha demostrado que los

miembros del grupo mixovirus pueden inactivarse en
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suspension acuosa por contacto de la suspension con
éter dietilico o conm un disolvente halogenado en pre-
sencia de un emulsificante hidréfilo, tal como mono-
oleato de polioxietilensorbitan. En este método la
capa exterior del virus llega a fregmentarse wien-
tras que la actividad hemaglutinante se retiene o
incluso se aurenta. Sin embargo, algunss de las otras
propiedades del virus, que también estdn correlacio~
nadas con la antigenicidad, pueden ser destruidas
inadvertidamente y esto puede ser responsable de
glgunos resultados fallidos cuando las vacunaéiones
se efectian con tales vacunas.

Tanmbién es sabido que la formalina que
inactiva loé pixurivus ¥ muchos otros tipos de vi-
rus, necesariamente desnaturalizs los constituyentes
proteinicos de estos orscenismos. Por ejemplo, en el
caso del virus de Sendail, de esta manera se degtru-
ye una proporeidén sustancial de la propiedad hemo-
1{tica. Por consiguiente, aunque la actividzd hema-
glutinante, usualmente asociada con las propieda-
des inmundgenas de los mixovirus y ciertos otros
virus, se retienen usualmente cuando se emplean di-
chos métodos de inactivacion, la destruccion total
0 parcisl de la actividad hemolitica u otra activi-

dad antigena ruede ser responsable de la proteccion

11.2.74 -3 -
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insuficlente puesta de maniiiesto con algunas vacu=
nae obtenidas por inactivaciones de acuerdo con mé=.
todos conocidos y preferidos.

Recientemente se ha demostrado por Aposto-

lov, K., (J. Gen. Virol., 1972, 15, 227-234) que la

hemolisis esta asociada con una capa granuler {ina,
que ha sido denominada "capa nanogrenulsr". Esta
capa nanogranular, que es la capa mas interna de

lag cepag del virus, comprendiendo los componentes
centrales, puede experimentar ligls y fusionarse con
la membrens de un glébulo rojo después de la unidn
a le misma por medio de dientes sobre la superficie
del virus. Esto es seguido por 1ln descarga de ios
componentes internos del virus en el globulo rojo
con la extrusidn subsiguiente de la hemoglobina a
través de las roturss de la parte inestable de la
membrana integrada. Por consiguiente, se cree gque

la capa nanogranuler es muy importante, para el pro-
ceso de hemolisis y consecuentemente se le atribuye
ser responsable de alguna de las propiedades ant{-
genas de los virus. Por consiguiente se considera
deseable que la capa nanogranular y también cualquier
otro componente proteinico, que se destruya usual-
mente por la accion Ge los agentes quimicos, debe

permanecer intacto después de la inactivacidn.

11.2.74 -4 -
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Se ha descubierto ahors que puede conse-
guirse la inactivacion completa por tratamiento con
calor de un virus que previamente ha sido liofili-
zad0 en presencie de un estabilizador prote{nicom
Tal tratamiento puede emplearse para cualguier tiro
de virus con la condicion de que see capaz Ge ser
liofilizado. Por ejemplo, frecuentemente se ha rues-
to de manifiesto una gran dificultad durante el lio-
filizado de los picornavirus y por consiguiente se
recomienda que el método de inactivacion del Iresen—
te invento no se aplique a dichos tipos de virus.

También se ha descubierto que cuando se

emplea el método de inactivacidn de este inverto pa-

* ra virus que poseen una capa nanogrenular el virug

se inactiva mientras que la capa permanece .-cin des-
truir. Esto es particularmente ventesjoso para mque~
1los virus que son capaces de experimentar hemoli-
sig puesto que lg actividad hemolitica asoéiada con
le capa nanogranular de tales virus, puede incliuso
ser mejorada por el tratamiento. Esto es basiante
sorprendente puesto que se ha demostrado por diver-
sos autores (Kohn, A., Virol, 1965, 26, 228 y Apos=—
tolov, K., J. Gen. Virol., publicacidn pendiente),
que la propiedad hemolitica es mas sensible al ca~

lor gue la propiedad hemaglutinante.

1102¢74 - 5 -
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Por consiguiente, se proporciona un méto-
do pera inactivar un virus, que comprende liofilie
zar el virus en presencia de un estabilizador pro-
tednico y calentar la rreparacion de virus y eshg~
bilizador asi obtenida a une temperatura elevada du~
rante un tiempo suficiente para efectuar la inacti-
vacidon completa. .

La temperatura precisa utilizada depende~
ra del tipo de virus que se inactive, pero ventajo-

samente se encuentra dentro del intervalo de 50 a

1500C, preferiblemente 90 a 125%C. También el perio-

do de tiempo durante el cual se calienta la prepara-

cién dependera de ls temperstura a la que se efec—

tua le inactivecidn. Evidentemente, una temperatura
elevada requeriré menos tiempo que una temperatura
baja para inactivar el virus. Sin embargo, si se se-—
lecciona unz temperatura en el margen de 90 a 1252C,
el periodo de tiempo debe ser sustancialmente menor
de una hora, por ejemplo 5 a 35 minutos.

Los estabilizadores proteinicos adecuados
que pueden emplearse en el presente invento inclu-
yen un complejo, por ejemplo SFGA, de sacarosa, fos-
fato, glutamina, y, el mas importante, albimina (vi-
de Bovarnick, M.R., J. Bacteriol., 1950, 59, 509).

Sin embargo, debe advertirse que el SPGA puede ser

11.2.74 -6 -
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inadecuado para empleo 2 temperaturas mayores de
1152C, debido a la cararelizacidén del componente

de azlcar. También pueden ser adecuados complejos
similares sin el componente de azficar y con el com-
ponente de albuming reemplazado por otras proteinas,
por ejemplo caseina, con o sin comporentes de fousfa-
to o glutamina.

Los estabilizedores proteinicos prefer:i-
dos son lisatos de proteinas que congisten en gela-
tina degradada por calor o por dcido, por ejemplo
"Sol-U-Pro" y que pueden emplearse con o sin sor-
bita.

la cantidad de estabvilizador proteinico
que debe emplearse norrelmente es como minimo 0,1
jg por unidad de hemaglutinacidn, por ejemplo de 1
a 30/pg por unided de hemaglutinacidn en el caso del
virus de Sendai, aproximadamente 25 mg por unidad
de hemaglutinacidn en el caso del virus de la tri-
quinosis y aproximadavente 3 mg por unidad de hema-
glutinacion en el caso del virus de la gripe. El es-
tabilizador proteinico en exceso, por ejemplo canti-
dades mayores en varias magnitudes, no se considera
que gea perjudicial.

Bl presente invento también proporciona

un virus siempre y cuando haya sido inactivado de

11.2.74 -7-
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acuerdo con el método que se define en lo que ante~
cede.

Los virus que son capaces de ger liofili-
zados incluyen los miembros de los grupos mixovirus
¥y adenovirus. E1 grupo mixovirus en particular in-
cluye el grupo ortomixovirus, que comprende M. in-

fluenzae-A, M.influenzae-B y H.influenzge=C y M.mul-

tiforme (virus de 1la enfermedad de Newcastle), y el

grupo de paramixovirus que coamprende M.ggrainfluen—

zae~1 (por ejemplo, la cepa conocida como virus de
Sendai), M.parainfluenzes-2 (virus de la laringotre-
queobronquitis aguda), M.parainfluenzae-3 (virus de

la hemadsorcidn), M.parainfluenzae-4 (virus M.23),

M.pestigalli (virus de la peste de las aves) M.paro-
tidis (virus de las paperas), virus de la triquino-
gis, virus del moguillo, virus de la morrifia, y vi-
rug sincitieles respiratorios.

Tal como se ha mencionade anteriormente,
la aplicacidn del método de inmetivaciodn de este in-
vento preserva la capa nancgranular, mientres que
el mixovirus propiamente dicho se inactiva.

Por consiguiente, se proporciona un mixo-
virus inasctivado que tiene una capa nanogrenular
sustancialmente intacta.

Los virus se desarrollan usualmente en

11.2,74 ~ 8~
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huevos fertilizados o sistemas de cultivo de celulas
y se disponen en una forma exentas de célules por
téonicas de purificacidn apropiadas. El medio que
contiene el virus, sustanclalmente exento de reghos
de eélulas y otros contaminantes contiene usualmren-~
te agentes para ajustar el pH y la molalidad osma-
tica de la solucidn tal como agentes amoriigusdores
del pH y sales inorgénicas, por ejemplo fosfato o
veronal ¥y soluciones salinas, respectivaumente.

La concentracidn de virus vivo en la sus-
pensidn se determine usualmente por ensayos de hemg-
glutinacién. Estos ensayos implican diluciones en

3 > ’ L] > 9,
serie de la suspension de virus hasta que se deter-

" mine la dilucidn dltima gque da hemaglutinacion del

. 50% con el mismo volumen de suspension de eritocito

al 0,5%. El inverso de este velor es el indice de
hemaglutinacidn. La concentracidn de virus puede
también determinarse por medida de alguna otra pro-
piedad virél, tal como la infectividad o la fijaeidn
de complemento. Estos métodos pueden preferirse cuan-
do el virus no aglutina los gldébulos rojos o la con-
centracion del virus no se mide normalmente por he-
maglutinacion. Pars los fines del vresente invento,
la cantidad de virus presente en una muestra se ex=-

presa en unidades de hemaglutinacion, que es el va-

11.2.74 -9 -
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lor del indice que, se ha definido anteriormente.

El estabilizador proteinico, puede mez~
clarse en cantidades apropiadas con la suspensidn de
virus y colocarse en recipientes adecuados tales co-
mo empollas o viales de vidrio. La suspension resul-
tante puede liofilizarse luego de acuerdo con ls prac-
tica y las técnicas conocidas. Por ejemplo, la sus=-
pension puede congelerse o una velocidad de aproxi-
madamente 12C/minuto hasta que se alcanza une tempe-
rature final de =30 a -40°C. Luego se hace el vacio
en la camara, y tan pronto como se obtenga un veclo

de 0,03 a 0,05 torr, se elevas la temperaturs a entre

0 ¥y =102C y se efectin el secado primario durante 12

8 20 horas. La temperatura de la cémara se eleva lue-
go mas hasta entre 25 y 359%C, y se efectua un secado
secundario durante 2 a 10 horas, después de lo cual
el recipiente se cierra herméticamente a vacio.

La preparacion ¢e virus liofilizada y el
estabilizador pueden calentarse luego en un bafio 1{-
quido o cualquier otro dispositivo de calentamiento
adecuado con el fin de efectuar la inactivacion del
virug. El virus resultante puede constituvir la vacu-
na primaris y puede emplearse como tal después de un
tratamiento de ensayo adecuado. Si se prefiere, la

vacuna puede ser mejorada adicionslimente por purifi-

112,74 - 10 -
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cacion o concentracidén por métodos conocidos.

Se ha encontrado que estas vacunas, inac-
tivadas por celor, tienen propiedades de conservacidn
muy ventajosas comparadas con otras, en lag que el
virus ha sido inactivado quimicamente. Por ejemplo-
los virus tratados con formalina, que son 1los compo-
nentes comunes de muchas vacunas, frecuentemente, ex-
perimentan una descomposicidn parcial después de apro-
ximadamente dos afios, en vistas de la accidn indegea—
ble retardada del rormalcebido residual. Por otra
.parte, los virus, liofilizados e inactivados por cg-
lor, pueden conservarse tanto tiempo como sea posible
sin ninguna descomposicion sustanciel.

- Por. consiguiente, el presente invento, tam-
bién proporciona una vacuna para los seres humanos

¥ animales sensibles contra las infecciones causadas
por virus virwlentos productores de enfermedades, va-
cunes que comprenden perticulas de un virus epropia-
do, inactivedo por el método que se describe en lo

que antecede e inmundgeno con respecto a la misma
enfermedad, en asociacion con un vehiculo farmacéuti-
camente aceptable.

Por consiguiente pueden combinarse parti-
culas de virus por simple mezels con un componente

vehiculo adecuado, que puede ser solido, liquido o

H.M.C.
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gas gue deseablemente es inerte o aceptable en medi-~
cina, ya ses antes de la conservecidn, preferiblemen~
te s temperaturas reducides, o inmediastemente antes
del uso. El vehiculo tembién puede estar representp-
do por uﬁ recipiente hermético que incorpora les' par-
ticulas de virus. Si se desea, también pueden gstér
presentes en la vacuns otras sustancias farmacqiégi-
camente activas, vacunas que preferiblemente se en—
cuentran presentadas en forma de dogis unitaris o
miltiple, que representa una dosis eficaz para el
individuo o individuos que han de vacuqarse;

Para administracidn por via perenteral,
le vacuns puede administrarse en recipientes cde do-
sis unitaria o de dosis miltiples, en suspensiones
acuosaes 0 no acuosas que contienen antioxidantes,
agentes amortiguadores dgl pH, y solutos que hacen
que le vacuna sea isotonica con la sangre. 3i se de-
sea, pueden también incluirse estabilizadores, agen—
tes de suspensidn y agentes espesadores.

Para penetrscidn por via oral, las parti-
culas de virus pueden encontrarse presentes con dilu-
yentes y otros vehiculos.

Aunque las rutas de administracion ante-
riormente detalladas representan las que se emplean

con mayor probabilidad, no necesariamente se agotan

11.2.74 - 12 -
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con ellas lag posibilidades, que pueden incluir ad-
ministracidén tdépica y por via rectal. Sin embargo,
los métodos preferidos de administrar la vacuna son
por via parenteral y por via oral. El método perii~-
cularmente preferido es la administracion por vie pa~-
renteral.

El presente invento proporcions: ademds un
método para la prevencidén o tratamiento de una enfer-
meded en animales y seres humanos, gque comprende la

administracion de una dosis eficaz de una vacuna a

un animal o ser humano.

Seran evidentes ventajas adicionales del

presente invento de la siguiente descripeion de rea-

lizsciones del invento, realizasciones que no limitan

este invento en ningin modo.

Ejemplo 1

Se prepard una cepa de virus de Sendai
¥i34996 tal como se describe por Apostolov, K, et gl
(. Gen. Virol., 1972, 15, 227-234), excepto, que
después de concentracidn, el virus, obtenido del flui-
do alantoico de 100 huevos, no fue congelado sino

puesto en suspension en 4 ml de solucidn salina de

_veronal tamponada (preparada disolviendo barbitona

sodica (0,375 g), dcido dietil-barbitirice (0,575 g),

cloruro sddico (8,5 g), cloruro magnésico hexahidra-

lll2074‘ - 13 -
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tado (0,17 g), y cloruro calcico (0,03 g) en agua
destilade y completando la solucidn resultante has—
ta wn litro g una temperatura de 42C.

1 ml de le suspension de virus fue mezcla-
do con 39 ml de una solucitn al 5% (peso/volumen) de
"501-U-Pro" en agua destilada (42C) y muestras dé 1
ml de la suspensidn de virus resultante se colpéaron
en viales de vidrio. Estos viales fueron luegorqolo-
cados en un liofilizador de camara (modelo EF6, Ed-
wards High Vacuum Itd. Crewley, Inglaterra) en es-
tentes previamente enfriados (~-400C) y 9nfriados a
una velocidad de 12C/minuto hasta que se hubo elsen-
zado una temperetura de ~352C. La céimara fue evacua-
de subsiguientemente, y, tan pronto como se hubo ob-
tenido un vacio de 0,03 a 0,05 torr, la temperatura
de los estantes se elevd hasta ~-5¢C y se efectud el
secado primario durasnte 16 horas.

La temperatura de los estantes fue luego
elevada mas hasta 302C, y se realizd el secado secun-
darioc durante 6 hores, después de lo cual los viales
fueron cerrados hermeticemente bejo vacio con tapo-
nes de caucho. .

Finalmente los viales fueron sumergidos
en un bafio de agua a 1000C, durante 20 minutos, des-

pués de 1o cual los virus fueron enseyados en cnanto

11.2.74 ~ 14 -
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8 sus actividodes hemolitices (HL), de hemaglutina-
cion (HA) e infecciosa. Una muestra de la suspension
de virus antes de la liofilizacion también fue ensa-

yada en cuanto s estas actividades para fines de com~

paracion.
VIRUS VIRUS
TESTIGO TIATADO
Indice de HA 1024 1024
——u--g*:_
Actividad HL 0,38 1,0

*1a actividad HL se expresa como el valor Ge la
densidad optica de la hemoglobina a 415 num.

Bl virus tratado fue ensayado en cuanto
a su infectividad por inoculacidén en la cavidad alan-
toica de pollos de diez dias. Después de una incuba-
cidn de cinco dias & 352C, no se pugo de manifiesto
indicios de infeccidn.

Ejemplo 2

Se prepard virus de Sendai, liofilizado,
calentado ¥y enéayado tal como se ha descrito en el

Ejemplo 1, empleando SPGA (preperade por adicidn de

sacarosa (94,7 g), dinidrdgeno-fosfato potasico (0,7 g),

hidrdégeno~fosfato dipotdsico (1,6 g), glutamato mono-

sédico (1,2 g), alblmina de bovino (12,7 g) y 1,3 ml

11.2.74 - 15 =
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de solucidn de rojo fenol al 1% a 1 litro de agus
destilada, sgitando la solucidén y filtrando), en

lugar de la golucidn al 5% (peso/volumen de 1§01 ~Un

Pro" en sgus destilada.

-—1/.
VIRUS VIRUS
TESTIGO TRATADO
Ind;ce de HA 1024 1024
Actividad HL 0,14 0,25

Lg infectividad fue ensayada del mismo

" modo que se ha descrito en el Ejemplo 1, ¥y no se en-

contrd que se pusiera de manifiesto.

Ejemplo 3 )

Lz cepa de Edmonston del virus de la tri-
quinosis fue propagada en células de Vero (capas de
célules de rifidn de mono crudas transformadas) en pre-
sencia de medio de Bagle y suero de terners al 2%
(vol/vol). Cuando las células mostraben un efecto ci-
tofdtico méximo (al final de ocho dias de incubacion
a una temperatura de 372C), el medio sobrenadante fue
recogido y luego centrifugado (11 x 104 ¢ durante 30
minutos) pars recoger el virus. El granulo de virus

fue vuelto a poner en suspensidn en 20 ml de medio

1102074 - 16 -
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de Eagle (219C) y 4 ml de esta suspensidn fueron mez~
clados adicionalmente con 1 ml de solucidn al 25%
(peso/volumen) de “Sol-U-Pro" en agua destilada a una
temperatura de 2192C,

Muestras de 1 ml de la suspension de virus
resultante fueron colocadas en viales de vidrio y
puestas en un liofilizador de cémara en estantes pre-
viemente enfriedos (~402C) y enfriados a una veloci-
dad de 19C/minuto. hasta que se hubo alcanzado uns
temperstura de -358C. A la cémara se le hizo poste=-
riormente el vgcio, y tan pronto como dicho vacls

hubo alcanzado un valor de 0,03 a 0,05 torr la tem—

perétura de los estantes se elevo hasta ~5%C, y se

- efectud el secado primario durante 16 horas.

La temperatura de los estantes fue luego
elevade adicionalmente hasta 302C, y se realizd el
secado secundario durante 6 horas, después de lo cual
los viales fueron luego cerrados herméticamente bajo
vacio con tapones de caucho.

Los visles que contenian el virus liofili-
zado fueron celentados después a 1009C durante 15
minutos en un esterilizador, después de lo cual los
virus fueron ensayados en cuanto a actividad hemoli-
tica (HL), de hemeglutinacidn (HA) e infececiosa. Una

muestra de la suspension de virus antes de la liofi-

1102074' - 17 -
H.M.C,




10

15

20

25

lizacidn fue tambidn ensayada en cuanto o estas ac-

tividedes para fines de comparacion.

VIRUS VIRUS
TESTIGO TRATADO

Indice de HA 2 2
Actividaed HL 0,019 0,027

Lo infectividad del virus fue Qeterminaﬁa
por veloracion de diluciones en serie del virus en
una cantidad patrén de células de Vero en tubos. E1
punto final estaba en el tubo que mostraba un efec-
to citofdatico del 100% a la diluccidn més elevada.
En este caso, los virus dg la triquinosis no mostra—
ban infectividad después del tratemiento por calor.

Ejemplo 4

La cepa WRIS5S para una vacuns con virus de
la gripe (composicidn antigena HBFQI' con el tipo
1972 de hemaglutinina) fue desarrollada en el saco
alantoico de huevos de pollo embrionados de diez dias
durante 54 horas a 352C. Los fluidos alantoicos reco-
gidos fueron clarificados por centrifugecidn & 2.000

revoluciones/minuto durante 15 minutos, filtrados a

11.2.74 - 18 -
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través de un filtro Millipore, de O,B/um., ¥y luego
diluidas en solucidn salina tamponads de fosfato

que contenia 5% (peso/volumen) de "Sol-U-pro" y 7,5%
(peso/volumen) de sorbita. Este material se liofili-
26 en vollmenes de 6 ml en viales de vidrio de 24 ml
de capacidad en un liofilizador de cémara (Edwards
High Vacuum, Modelo 120) con las condiciones que se
han descrito en el Ejemplo 1, excepto que los tiem-
pos para los secados primarios y secundarios fueron

respectivamente 16 y 32 horas. La estabilidad de la

hemaglutinina de este material liofilizado fue invesg-

tigada en términos de (1) su antigenicidad, y (2) su

inmunogenicidad.
1. BEgtabilidad, 21 calor de la antigenicidad

de las hemaglutininas.

Viales del virus liofilizado fueron coloca-
dos en un baefio de ague a ebullicidn, y después de 15
¥ 30 minutos se retiraron muestras. Las muestras fue-
ron reconstituidas con 6 mililitros de agua destila-
de por vial, ¥y ensayadas como sigue:

Su infectividad fue medida por muestras de
inoculacidn (0,2 ml) en el saco alantoicc de huevos
smbrionados de 10 dfss. Después de que se habian in-
cubado durante 3 dias a 362C, sus fluidos alantoicos

fueron recogidos y ensayados en cuanto a la presencia

11-2'74 had 19 -
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infectividad fue calculada en la. forms ususl a paer-
tir de la proporcidn de los fluidos alantolcos que
se encontro que contenian hemaglutinina. '

El {ndice de hemaglutinacidn del material
gecado fue medido valordndolo en una planta de aglu-
tinacidn de plastico, empleando elitrocitos de aves
al 0,5%. .

Ia especifidad antigena de la hemaglutini-
na se determind por examen en ensayos de hemagluti-
nacidén-inhibicidén empleando suero de urdn especifi-
co. Estos sueros fueron preparados contra A/Engl/42/
72 y contra 4/Hong Kong/68. Estas cepas de virus eran
ambas H3N2 en estructura, y las hemaglutininas eran
muy afines, pero eran de los tipos 1972 y 1968, res-
pectivamente. '

Una muestra del virus no calentado se em-
pled como testigo en cada uno de estos ensayos, y

los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

11.2.74 - 20 =
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IABIA 1

VIRUS VIRUS CALENTADO A 10094C
NO
ENSAYO , 15 lin 30 Mir
CALEN Muestral|livestra |liuestra [Muestrs)
TADO A B A B
Valoracidn '
de la Infec | 10701 €10° | «10° | <10° | «10°
t%jidad : A
(31950/2 ml)

Indice de he 1
magluting- 16 12 16 16 I .16

cion (HAU/m1)

| Bspeciridad | 1972 1972 1972 | 1972 | 1972
.entigena B3N, H3llp Hylly | H3llp [ Hilp

Istos resultados muestran que el calentamien-
to a 1002C durante 15 0 30 minutos en estado liofilizaco
conduce a una pérdids ¢e le infectividad del virus, pe-
ro el Indice de hemaglutinacidn y la capacidad de la he-
maglutinina para resccion con aptisueros especificos en
ensayos de hemaglutinacion~inhibieidn permanecian sin
afectar.

2. Estgbilidad al calor de ls inmunogenicidad de

la hemaslutinina

También tue estudieda la inmunogenicidad de

11.2.74 -~ 21 -
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la hemeglutinina calentada. Se prepard otra tenda
de vacuna de WRI55 exactamente tal como se ha des-
erito anteriormente. Cuarenta y cuatro frascos de
vecuna fueron calentados en un bafio de agua en sbu-
11icién durante 15 minutos y el mismo nimero de via-
les fueron mentenidos como testigos no calentados.

Las muestras fueron reconstituidas con agua 4desti-

lada (6 ml/vial) y luego concentradas 200 veces por

centrifugacion en un rotor Spinco SW27 a una velo-
cidad de 26.000 revoluciones/minutos durante vna ho-
ra. Los granulos asi obtenidos fueron puestos en sus-
pensiodn ceda uno en solucidn salina tamponads de fos-
fato (0,9 ml) los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 2.

TABLA 2 .

CALENTAWMIENTO| VACUNA VACUNA

IENSAYO A 100eC ORIGINAL ICONCENTRADA
Indice de hemaglu- No calentado 16 1920
tinacion (Hhﬂ/ﬁl) Calentado 16 2560
Veloracién de la No calentado | 10085
infectividad :

(EID50/2 ml) Calentado <109

1102'74 hd 22 -
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Para investigar la inmunogenicidad de los
materiales concentrados, se inyectaron muestrus (0,3
ml) en musculos de pollos de cuatro & cinco semenas
(3 pollos por concentrado). Tres semanas mis tarde
se tomaron muestras de sansre, y los sueron fueron
ensayedos por el ensayo de hemaglutinecidn~inhibi-
cidn empleando un virus homdlogo como antigeno. Den-
tro de los 1imites del error experimental no pudie~
ron detectarse diferencias en la inmunogenicidad de
las nuestras de virus calentados y no calentados.

Ia presente solicitud, que corresponde a

la presentada en Gran Bretafla, el 7 de Febrero de

- 1973, bajo el K@ 5936/73, se acoge a los beneficios

del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad
Industrial.

11.2.74 - 23 -
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P e

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencion propia y nueva que
se pregsentan para que sean objeto ds esta soliecitud
de Patente de Invenciodn en Bspafia, por VEINIE afics,
son 109 que se recogen en las reivindicaciones. si-
gulentes:

18,~ Un método para inactivar un virus, que
comprende liofilizar el virus en presencia de un es-
tabilizador proteinico y calentar la preparacioén de
virus y estabilizador asi obtenida a .una temperatura
elevada durante un tiempo suficiente pare complevar
el efecto de inactivacion.

28, Método de acuerdo con la reivindica-
cion 12, que comprende calentar s une temperatura
de 50 a 1502C. '

38,- Método de acuerdo con la reivindica-
cidn 28, que comprende calentar a una temperaturs
de 90 e 125¢C dursnte 5 a 35 minutos.

48 .- Método de acuerdo con la reivindica-
cidn 38, que comprende calentar a 1002C durante 20
minutos. '

58,- Método de acuerdo con una cuslquiera
de las reivindicaciones anteriores, que comprende

emplear un estabilizador de lisato de proteina que

1102074 - 24 s
H.M.C.
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contiene gelatina degradedn por écidos.

68.= Método de acverdo con uns cuvalguiera
de las reivindicaciones anteriores, que comprende
emplear un estgbilizador de lisato de proteina cue
contiene gelatina degradads por calor.

78 .~ Wétodo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 52 y 68, que comprende emplear
un lisato de proteine en presencia de sorbita.

88.- Método de acuerdo con una cualquiers
de las reivindicaciones 12 a 48, que comprende em-—
plear un compuesto de albumina, mzicar, fosfato y
glutamina.

98.- létodo de acuerdo con una cualqulers
de las reivindicaciones 52 a 82, que comprende em=~
plear de 1 pg a 30 mg de estebilizador proteinico
por unidad de hemaglutinacidn.

10¢.~ Método de acuerdo con una cualquiera
de las reivindiczciones anteriores, que comprende em-
rlear un adenovirus.

118.~ Fétodo de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 12 a 9¢, que comprende emplear
un mixovirus.

128.- Método de acuerdo con la reivindi-
cacion 118, gue comprende emplesr un mixovirus capaz

de hemolisgis.

11.2.74 - 25 -
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138.~ Un método para inactivar um virus.

Tal y como se ha descrito en la Memoris
que antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de ventiseis hojas

escritas a maquine por una sola cara.

Madrid, (8 Jib S7%

11.2-74 el 26 haad
H.M.C.
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