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E s ta  in ven ció n  a# r e f i e r e  *  l a  propagación de 

o é l u l a s  e u o a r ió t io a s  en un a ia t e a a  de c u l t i v o ,  y  a l  desa­

r r o l l o  de microorganismo*, t a l e s  como v i r u s ,  en o é lu la a  de 

mamíferos y  h ú sa r .'* .

Be sab id o  que una varied ad  de o u l t i v o *  de o élu ­

l a a ,  esp ecia lm en te  l a s  de origen  animal o humano, pueden man 

teñorae en forma de monocapas sobre l a  e u p e r f io ie  l i s a  de 

un eop orte  s ó l i d o ,  por e jem plo bandejas de F e t r i ,  f r a s c o s  

ds v i d r i o ,  o tu b o s .  En cuanto e s t o s  c u l t i v o s  se  hacen "con 

f l u e n t e e " ,  e s  d e o i r  se  forman una oapa unida de e sp e so r  uni­

forme, pueden in tr o d u o ir s e  un v iru ó  en e l  medio l í q u id o  que 

cubre l a s  o é l u l a s ,  y  e l  o u l t i v o  puede u sa rse  para  l a  propa­

g ació n  de l o s  v i r u s  *n e l  e iatem a de monooapa. Muohoa t ip o s  

ds o é l u la s  pueden d esarrollarse  adamas, ventajosam ente , en sus 

p en sió n , s s  d e o i r  una d is p e r s ió n  s u a ta n o ia l  en e l  medio nu­

t r i e n t e ,  y  puede ad ap tarse  también l a  misma té o n ic a  a l a  p ro ­

pagación ge v i r u s  en o é lu la a  en su sp en sió n . E l a p arato  para 

e s t e  o b je to  oomprende usualmente un r e c i p i e n t e  o d e p ó sito  

oerrad o  oon medios adecuados de a g^ tao ió n , o o n tro l  de f a o t o -  

r e s  a m b ien ta le s ,  por ejem plo pH, pOg, su m in istro  de eustan— 

o la s  n u t r i s n t s s ,  e t o .  (véase  B .P .S .1 0$0 758) .

En e l  s istem a  empleado oonvenoionalmente, por 

ejem plo para d e s a r r o l l a r  l i n a j e s  de o é l u la s  en o u l t i v o  de sus­

p en sió n , l a s  o é l u l a s  son mantenidas en un esta d o  sumorgido y  

a g ita d o  en e l  medio, y  son sedimentadas por gravedad ouando

-'¡¿-73 MLL -  2 -
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a# ha aloaaaado #1 máximo de oonoeBtraoión. El medio ea 

u p a n d o  deepuée por d e ca n ta c ió n , y  la a  o é lu la e  eon puee— 

tam do nuevo en muepenalóa on un medio r e d a n t e  que también

puede l l e v a r  un germen de v i r u e .  Deepuéa d e l  período de 

o r e o i e le n t o  d el v l r t B ,  determinado por obeervaoioneu del 

e f e o t o  o l t o p é t lo o  de le e  o e l ú la a ,  la  ooeecha ae haoe paear 

u a u a le en te  a  tr a v é a  de un f i l t r o ,  y  deepuéa a  tra vé a  de una 

membrana e a t e r i l l t a n t e  de b a o t e r la e ,  para obtener una d la o -  

lu o ló n  que o o n tlen e  v i  rúa l i b r e a  daaprendidoa por la a  o é lu -  

l a e  r o t e a .

tina d i f i c u l t a d  oon lo e  o u lt iv o e  en euapaneión 

de célulam de m ta ífero e  en gran eao a la  ae que e l  burbujeo 

de a i r e  a tra v é a  d a l medio a  a l t o  caudal puede p e r ju d lo a r  

a  l e e  o é l u la e ,  aunque ae re q u ie re  continuamente una o le r t a  

c a n t id a d  de e u n ln le tr o  de oxígeno para oonaeguir un daaa- 

r r o l l o  óptimo. Otraa d l f io u l t a d a a  aon que l a  eedimontaolón 

de la a  c é lu la s  ea un prooeao que e x ig e  tiempo (aproximada­

mente 24 h o ra a ) ,  la a  o é lu la a  aadimantadaa pueden e u ta r  axpuea 

te a  a un medio amblante d e o fa v e ra b le  en téra ln o o  de pH y  

fa o t o r e a  n u t r l o l o e ,  y  e ó lo  pueda eapararae por drenaje e l  

$3% d a l  meuio ueado a in  r le e g o  de perd er  una oantidad  lmpor 

t a n t e  da la a  o é lu la e .  Además, durante l a  f i l t r a c i ó n  de la  

ooeeoha de v i  rú a , lo e  deeeoboe aaooiadoo a la a  o é lu la e  o jo r ­

can un e fe o t o  de r e l le n o  de poroa eobre e l  medio de f i l t r a ­

c i ó n ,  y ,  para oonoeguir una f i l t r a o i ó n  da aooión a a t o r l l i -

i
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z a a t e ,  t ie n e  que e e r  b a ja  la  proporción de volumen f i l t r a d o /  

á r e a  de f i l t r a c i ó n .  Bato puode ca u sa r  pérdidaa importan too 

( h a s ta  e l  $0jC) de antígeno v i r a l ,  a  onuaa de l a  absorción  

de v i r u s ,  ta n to  eobre e l  aedio  f i l t r a n t e ,  particu larm en te  

a i  o en tie n e  am ianto, cuco cobre lo e  deaeohoa c e lu la r e a  re­

te n id o s .  Ademáa, e l  f i l t r o - p r e n s a  de grandea planohie  v e r -  

t l c a le a  que ae re q u ie re  para dar una f i l t r a c i ó n  adecuada 

oauaa u eu alaen te  pérdidas importanteo do volumen, y ,  a l  no 

e e r  un alaterna oerrado herméticamente, e l  g o teo  oonalguien- 

t e  c o n s t i tu y e  un pollgTO e e r l o  de enfermedad.

P o r  l o  ta n t o ,  un o b je to  de l a  preaente  invención 

ea pro po rcio n ar un alaterna oon e l  que pueden e v i t a r o s  auo- 

tanolalm ente  la a  deoventajaa a n ta r lo r o a .  P re fe r ib le m e n te ,  

e l  alaterna ha da a a r  a p l i c a b l e  a o é lu la a  tan to  d e l t i p o  de 

aonocapa como de auaponalón, y  ha de ad ap tarse  a l  orecimien 

t o  de v iru o  para  l a  produooión com ercia l de vmcunaa.

Se ha oomprobado ahora que pueden d e s a rro l la ro n  

o é lu le a  ventajoaamante en un ouerpo o leoho de soporte  a ó l l  

d o , que o bien ea poroso o s a t a  en un eatado de p a rtío u lau  

que da e u f lo le n t e s  vaoíoa o cavidadea i n t e r i o r e s  para inmo­

v i l i z a r  y  d e s a r r o l l a r  la a  o é l u la a ,  y  para p e r m it ir  que loo 

medios l í q u id o s  pasen a tra vo s  d e l  so p o rte  a ó l ld o  e l n t e r -  

ao túen  sobre la a  o é lu la a .

P o r  l o  ta n to ,  según l a  presen te  invención en 

uno da aue aspeo toa, se proporciona un uiutema de c u l t i v o



d e o é l u la a ,  qua oompranda o é lu la a  a u o a r ió t io a a  v l v a e ,  ta lc o  

o orno lo a  do o r ig e n  humano o anim al, o m ioofitoo  diaporaadoo 

en un cuerpo o laobo do aoporte m olido, aoporte que ooneta 

de un m a te r ia l  poroeo o en p a r t io u la a  oapat de r e t e n e r  le a  

o é l u l a a ,  perm itiendo a l  miaño tiempo que lo e  medioa l í q u i -  

doe paaen m tra v é a  de diohaa o é lu la a  o tengan oontaoto con 

e l l a a .

E l  aoporte puede proveerme convenientemente en 

form e de un le ch o  f i l t r a n t e ,  y  pueda o o n atar  de m a te r ia le s  

n a t u r a le a  o e i n t é t i o o a ,  por e jem p lo , e i l i o a t o a  d e l  t ip o  do 

t i e r r a  dm diatom eae, v i d r i o ,  o p a r t io u la a  de polim eroa.

Para e a te  f i n  pueden a e r  o o n ve n iaa te e , por e jem plo , va r lo o  

o o a d y w a n te a  da f i l t r a o l o o  de l a  t i e r r a  de diatom eae, tmlea 

o orno k ia a e lg u h r ,  t i e r r a  de in fu a o r io a  y  en p a r t i o u l a r  d io -  

to m it a .  &troe m a te r ia le a  que pueden uaarae inoluyen  l a  la ­

na de v i d r i o ,  le a  oompreaae o e l u ló a ic a a ,  p e r la a  de nylon o 

de p o l le a t t r e n o .  Todoe eetoa  m a te r ia le a  aon v irtu a lm e n te  

in a o lu b le e  y  euatanoialm ente in e r te a  donde a l  punto de v í a ­

t e  b lo ló g io o .

E l  tamaño de lo o  poroe, o e l  eapaolo  d iaponiblo

p a ra  e l  oreoim iento  de la a  o é lu la a  dentro de un lech o  de

m a te r ia le a  en p a r t i o u l a a ,  puede e lo g ir a e  adecuadamente y

a ju a t a r e e  a lna neoeaidadeo. Fraouantementa ao ven ta jo o o

a e lo o o io n a r  un "tetaano de r e te n o ló n " ,  que in d ic a  l a  c a p a c i -
* .

dad f i l t r a n t e  d el m ateria l quo r e te n d r ía  de modo e f e c t i v o

-  5 -
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l s e  c é lu la s  paro p e r m it ir ía  oaudales rápidos da paso para 

l í q u id o s .  A s i  pues, pueden u sa rse  convenientemente t le rra u  

de dlatomese con c a r a o t e r í s t i o a s  comprobadas ds re te n ció n  

de p a r t í c u l a s  de 0 ,1  a lo r a s  a 2,00 m ieras, preferib lem en te  

e n tre  0 ,2  a lo r a s  y  1 ,2  a l e r a s ,  por ejemplo a lre d e d o r  de 0,<j 

mieras a 0,6 a lo r a s .  Loo a a t s r l a l e a  son tra ta d o s  es modo 

adecuado para e l im in a r  l a s  impurezas y  l a s  fuentes de in fo c — 

o ió n ,  y  s e  c l a s i f i c a n  y  frao oio n an  según su tamaño de par- 

i f o u l a  y  o tro s  requerimientos#

Puede u sa rse  más ds un t ip o  ds m a te r ia l  de so ­

p o r te  pare o o n s t l t u l r  un so p o rte  adecuado para l a s  o é lu la o .  

Asi,  un sistem a de leohoo m ú lt ip le s  puede s e r  v e n ta jo s o  pa­

ra  aumentar l a  re te n ció n  de p a r t í c u l a s ,  y  puede oooprendor 

por ejemplo capas c o n se c u t iv a s  ds m a te r ia l  con tamaños de 

r e t e n o ió a  reoonooldos de 0 ,5 ,  0 ,2 ,  0,5 y  1 ,2  m ieras,

desde l a  p la c a  o f i l t r o  de eop orte  perforad o  b á sico  ha3ta 

l e  p a r te  s u p e r io r .  S i  se  use una s o la  oapa, puede tañer 

que proporcionaras aún a la  misma una oapa su p e r io r  a d ic i o ­

n a l  de b a jo  tamaño de r e te n c ió n ,  por ejemplo 0 ,2  m iaras, 

inmediatamente nnteo de la  f l l t r a o i ó n  f i n a l ,  para aumentar 

l a  re ten oió n  de la e  p a r t ío u la e  menoreo.

En e l  slatoma Je C u l t iv o  aogún la  pro3ente in­

vención  puede lnoorporarae c u a lq u ie r  t ip o  de c é lu la  adecuada 

p a ra  c re c im ie n to ,  bien en aonocapao c uuopenaión. Los 

t i p o s  de c é lu la s  a e sto  roopocto in c lu ye n  lo a  o u lt iv o u  da

20-JLÍN-73
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c é l u l a s  prim arioa y  oeoundarioa, y  lo a  l i n a j e o  o capau do 

o e lu la a  d ip lo id e a  y  h e ta ro p lo id e a  do o r ig e n  mamífero o hu­

mano. Son p articu larm en te  adeouadaa a c a te  f i n ,  por ejem- 

p l o ,  lo a  oonooldoe l i n a j e s  de o e lu la a  de r iñ o n  de cerdo  IBMS2 

o e l  l i n a j e  de o e lu la a  de r iñón  do o r l a  de h a a a ter  olone 2i 

(BHK2i ) .  En e l  eaao de o é iu la a  que a ó lo  pueden d e a a r r o l la r  

ee y  uaarae en monooapaa, e l  alaterna de c u l t i v o  ee eminente 

monte adeouado para todaa lao  fa sea  do d e e a r r o l lo ,  y  también 

para l a  propagación au baigu ien te  de mioroorgaclamoo, t a l  co­

mo v i r u a .  Otraa c é lu la a  que puoden propagarae de nodo e f i ­

c i e n t e  en o u lt iv o a  en auepenalón puoden a e r  tra ta d a a  prime­

ro  de oata  manera, y deopuéa a er  incorporadme en e l  a i o t e -  

<n de c u l t i v o  eegua l a  in v e n c ió n , oon e l  f i n  Je l a  propaga­

c ió n  y  reco g id a  dol v i r u a .  Por l o  ta n to ,  en un aepeoto par 

t l c u l a r ,  e l  alaterna de o u l t i v o  anteo d e f in id o  comprende tam 

b i e n  o ó iu la a  in feo ta d a a  con mioroorganiemoe, t t ' e a  como v i ­

ru s  a lo a  que la a  c ó lu la a  aon s u a c e p t ib le a .  Naturalmente, 

pueden a p lio a ro e  también otroo tipoo de e u o a r ió t lo c a ,  por 

ejemplo m io ro fito a  t a le e  como la o  lo vad u raa , a l  aoporte a e -  

gún la p -o o en te  in ven ció n , en un medio n u tr ie n te  apropiado.

Para a u v i r d e  soporto a l  cisterna do o u l t i v o  pue­

den uaaree , por e jem plo , f i l t r o a  t ip o  do p resió n  h o r i to n ta -  

l e a ,  pero ea conveniente  uaur un f i l t r o  de p resió n  Calmio 

du pláoae h o r iz o n ta le s  io gran rendim iento, t a i  corno e l  f i l ­

t r o  Calmic de t ip o  45*S-9 n , fa b r ic a d o  por Calmio E nglneering

20-JUM-7^
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l t d * ,  Crtwo. Bate f i l t r o  ooaprende nuevo unidades de p la ­

c a s  h o r i z o n t a le s ,  oeda uno de 45 en de diám etro, que t ien e n  

un úrea t o t e l  de f i l t r e o i ó n  de !,26  m̂ * Cede unidad de pin 

on oomprende une p lecn  perforado de a c ero  in o x id a b le  asen­

ta d o  oobre uno pleoa ondulado de ooero inoxid able*  A r a n t e  

e l  uno puede o o p learee  una lámina de s o p o r te ,  por ejemplo 

de papel o rayó n , eobre l a  p laoa p e rfo ra d a ,  para e u je t a r  

e l  le c h o  f i l t r a n t e .

Kn l a  preparaoión d e l  looho de c u l t i v o ,  pueden 

bombearse e u c se lv a e e n te  euepenei< ; de lo e  c a l id a d e s  apro­

piadas d e l m a te r ia l  de e o p o rte ,  a  p a r t i r  de un r e o ip ie n te  

o o n v e a le a te  y  o tra v é s  del f i l t r o  de p la c a s ,  con Jo que e l  

eop orte  ee re te n id o  eobre l e  plaoa* Tare oada p la o a ,  la  

auepeneión ee re o lro u le d a  v a r i a s  v e c e s  heeta  que e l  l íq u id o  

de f i l t r e o i ó n  ee tra n sp a re n te ,  dejando e l  eepeeor requerid o  

de leoho de eoporte  eobre l a  lámina de so p o rte  o oapa ante­

r i o r ,  que pvr ejemplo puede s e r  de aproximadamente 8 mm m 

20 nm, p re fe r ib le m e n te  10 om a 14 mm, y  l o  más p r e fe r lb le u e n  

t e  i2  mm*

Unualmante, una oapa a is la d o  oonsto de mr.torial 

que t ie n e  un tamaño de re ten o ló n  reoonooido de p a r t í c u la s  

r e la t iv a o s n t o  grande, por ejemplo 0,73 "  2 ,0  m ieras , p re fe ­

rib lem en te  1 ,2  m ioree , y ,  en e l  oaeo de un sistem a de lecho 

m ú l t i p l e ,  Isa  capas s u b s ig u ie n te s  son du un tamaño de ro te n -  

o ió n  do p a r t í c u la s  re la t iv a m en te  pequeño, por ejemplo 0 ,1  a

.'í

í-
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0 ,7 $  mi^raa, y  oonvonlonteaento 0 ,2  a 0,5 micraa*

E l  re o ip la n te  do o u l t i v o  puede aor d e l  t ip o  con 

v e n o lo n a l ,  p ru v ie to  da un a g ita d o r  y  da medloo para medir 

y  c o n t r o la r  a l  pB, la  te m ^ ra tu r a ,  y  parm in tr o d u o ir  a i r e  

u orígono para a i r e a r  e l  medio* Puede o o ta r  p r c v i ' . to  tam­

b ié n  da un e le c tr o d o  da o r ig o n o , que mida l a  tención  de o x í­

geno d iau w lto  en e l  medio do o u l t i v o  y  por ta n to  pueJe Uuur- 

ao coa* ae dauoribo máa a d elan te  para determ inar la  duración 

d e l  periodo do J e a a r r o l lo  d e l  v iru a *

Pueda uaarea c u a lq u ie r  medio de o u l t i v o  conoci­

do ocao adecuado p-ra  a l  o reo im ien to  da la a  cÓ lulae  y/o  de 

l o a  mlorororganiamoe, por ejem plo v iru a  aeooiadoa con la a  

c é l u l a o ,  ta la n  oomo Medio B acal Eagleu ( Roíanca* ! 22. $0) 

( 1955) * o Medio da Eaglaa m odifloado ( V lro lo ^ y . 16 . 147 

( 1562) .  Loe modioe puedan oontener también, por e jem plo,

10% en v o l . / v o l *  do auero bovino para e l  oreoim iento d el 

l i n a j e  da o é lu la e  en euapanoión BRK2! ,  y  una proporción re­

d u c id a  do a uero , por ejemplo <% da auero , para a l  oraalmion 

t o  da v ir u a  da l a  gloeopoda aobre e a ta  l l n a j a  do c é lu la o .

La glooopeda (denominada aquí an a d elan te  H40) 

aa oaucada per una varlodad de t ip o o  de v i  rué antígenamuntu 

d io t i n t o u ,  v a r ic e  de lo e  cuacos pueden enoontruruo un ru gio -  

nae p a r t io u la r e a .  Por ojem plo, lo e  :¡puo 0 , A y  C eo dan 

en Europa y  Ludamérlca, lo a  t ip o a  SATl, SAT2 y 3ATJ ue dan 

en Cudárrioa, y  lo a  tip&e O, A, Aula I y SATl ha unauuntvau
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en * 1  Próximo O riente* lets capas a lg u ie n te s  de v i j ú a  do 

PMO s e  han enoontrado b eata  a l o r e  adoouadca para e l  d e a a rru -  

11o según l a  p resen te  invención* A Pando, 0 BP3 l8ó0 , Í1AT1 

Bho-5/ ó ó ,  SAT2 Swz. !/69 y  3AT1 Beo :/ ó5.

l a  inve c ió n  puede ponerse on p r á o t ic a  lo  dos 

a a n e r e e ,  que dependen de o i  e l  sistem a de c é l u l a s  ha u r o c l-  

' O en un c u l t i v o  n i  suspensión o «n oonocapa. Ec e l  primor 

^ nao, l e a  o e lu la a  Jton propagadas en c u l t i v o  sumergido en 

unt- r e o ip le n t e  a g ita d o  d e l nodo co n ve n cio n a l,  y  f i l t r a d a s  

y  reteñidme so trn  e l  lecho  cuando l a s  c é l u l a s  han mloanzado 

su  co n cen tra c ió n  máxime. Por o tro  la d o , l a s  c é lu la s  que 

e ó l o  son adoouadas pare s i  o u l t i v o  en monooapa pueden s e r  

propagadme vontajosamento dentro d e l sistem a de c u l t i v o .

Así,  en e l  ú ltim o c a s o ,  e l  medio do d e s a r r o l lo  apropiado on 

e l  r e o ip le n te  do c u l t i v o  puede s e r  inoculad o  con un germen 

de c é l u l a s ,  y  después s e r  heoho o ir c u ln r  incoáistam onte 

a tra v é a  d e l Jecho ce so p o rte  previamente proparado, con lo  

que la s  c é lu la s  son embebidas e in m o vilizad as dentro dsJ 

l e c h o .  El medio de c u l t i v o  se  hace c jr u u l ' -r  después c o n t i ­

nuamente durante todo e l  período de d e s a r r o l lo  de la s  c é lu -  

la o .  En ambos t ip o s  do casos puede e v a d irs e  después a l  re­

c i p i e n t e  do c u l t i v o  un medio adecuado pera o l  crec im ien to  

d e l  v i r u s ,  y  l a s  c é l u l a s  s e r  ino cu lad as con e l  v i r u s .  El 

modio se hacv c i r c u l a r  de nuevo continúas-ente a t r a v é s  d e l  

l e c h o ,  de h.odo que o l *.iruu puede prop on lo s  c é l u l a s

20-JUH-73
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embebidas ene! le c h o  da a s p o r te .  En cuanto v i  v i  rúa rompe 

l * a  c é lu ln n ,  lo a  ¿ouechou formados con o l i o  quedan en a l  

la c h o  d* s o p a r t e ,  y  a l  v i r u s  oa puosto on l i b e r t a d  en e l  

medio.

Aunquo no puedo o b o srv s rse  d irectam ente e l  e r o -  

oim iento  de le a  c é l u l a s  dontro dol o o p o rte ,  e l  d e o a r r o l lo  

puede v i g i l a r l o  fá c ilm e n te  por medio do l m t i i l l z a o i ó n  do 

g lu c o a a .  E l t r i o d o  de cre c im ie n to  d el v iru s  puode d e t e r ­

minaras in d ire c ta a o n tv  de lo a  v a lo re o  tomadoe dul e lectrod o  

d e  o x ig e n o , quo don ?a tenoión de oxigeno d ia u o lt o  (pO^) 

en e l  medio de o u l t i v o .  A s í ,  en loo etapas i n i c i a l e s  d e l  

o u l t i v o  d e l v i r u s ,  l a  a b so rc ió n  do oxigeno por la s  c é lu la s  

metabolimanteo ee cmyoi que lo  velooltbtd do d is o lu c ió n  do 

o x ig e n o  en e l  medio de c u l t i v o ,  y  por c o n s ig u ie n te  desciendo 

l a  pO  ̂ d e l oxígeno d is u e l t o .  A podida que mueren c é lu la s  

como re s u lta d o  de in fe c c ió n  t-or v i r u o ,  h a y  una domando de 

oxígen o  contin.<monto d e c re c ie n te  para o l  motabolismo c e lu ­

l a r ,  quo fina?Aonte oa menor que l a  v e lo c id a d  de d is o lu c ió n  

de o xíg en o , de modo que l a  p02 do oxigono d ia u o lto  aumenta. 

Por l o  \ ¡rito, o a te  cambio puode u sa rse  para l a  v i g i l u n c i a  

y  c o n tro l  de la  etapa do propagación dol v i r u o ,  y  Be ha en­

contrado que os vo..ta jooo  r e c o le c t a r  e l  c u l t i v o  do v iru o  

cuando la  pO  ̂ do oxigono diuuoltO  en o l  uodio de o u l t i v o  

e a t á  en e q u i l i b r i o  aproximado con ol v a lo r  do pO  ̂ pura lau 

condicionen do s a tu ra c ió n  dol a i r o .

2O-JUM-73 11 -
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La secuencia  gMnaral de l a s  oporacloooe en la  

p r á c t i c a  de l e  preaanta in v e n c ió n , t a l  cono a*  i l u s t r a  por 

l e e  c a i n i t a  capaces de c r e c e r  eo c u l t i v o s  en suapsnsión, 

e a  orno s ig u e .  El c u l t i v o  de c é l u l a s  se  l n l c i  t en e l  r e c i ­

p ie n t e  a g ita d o  d e l  nodo normal, s iend o e l  pU de. t e d io  de 

aproximadamente 7.4 y  ia  temperatura de aproximadamente 

! 5*C en l a  m ajaría  de lo e  c a s o s .  Decpu-a se prepara un Ja 

obo de so p o rte  bambeando una eunponsión aouoea de loa gra­

d o s  apropiad oo de m a te r ia l  de s o p o rta ,  por ejemplo t i e n e  

da dlatom eas, auoeslvamenta, a t r a v é s  de un f i l t r o  apropia 

d o ,  que t ra b a ja  p referib lem en te  bajo  p re s ió n , y  e l  sistem a 

e a  s e t e r i l l t a d o  y mantenido so  e s to  sotado hasta  que oe re­

q u ie r e .  Ciando la s  c é lu la s  han aloanzado su concentración 

máxima, a l  c u l t i v o  da o á lu is s  as h -ce  pecar a t ra v é s  d el 

la c e o  m un caudal de apioxlmadamente 20 l i t r o s / m in u to ,  con 

l o  que l a  mayoría de la c  o é lu la a  con inmóvil iza d a s  en e l  

l s o b o  de s o p o rte .  El medio de o u l t l v o ,  y  c u a lq u ie r  c é lu la  

no atrapada e e s t e  modo, con boabeacos de nuevo a l  r e c i ­

p ie n te  de c u l t i v o  y c lro u la d a o  de nuovo a travéo  doi f i l t r o ,  

h a s ta  e l  momento un quo as encuentra que menos dol 10% do 

l a e  o é lu la a ,  preferib lem an te  menos del 5%. eutá  atravesando 

e l  s is te m a . Esto puedo determ inarse  indirectam ente por ru- 

ouentos c e l u l a r e s  a ln t e r v a lo e  rep artid o u  on toda la  etapu 

dr r e o ir u u la o ló n ,  con mueatras tomadau dol l íq u id o  de f i l -  

t r a o ló a  en cuanto a a le  del f i l t r o .  El l íq u id o  de f i l t r a ­

c ió n  eo bombeado duopuéa ^1 deoagüe, dejando, no obotan te,

20-JUN-7) -  12 -
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l e a  c é l u l a  c u b ie r ta o  )o r  a i  modio reten id o  on c -  f i l t r o ,  

b u t *  que ee comienza la  atapa de d e o a r r o l lo  d al v i r u a .

Con e l  f i n  da qu- a l  v i r u a  ea d e u a r r o l le ,  uo 

in tr o d u c e ,  y  oe hace p acer a tra ve a  del aloteau* <ío c u l t i ­

v o  da c a l u l a e ,  un nuevo medio, uaumlmente con vna compoai- 

o i ó a  d i f e r e n t e .  Deapuéa pueda in tru u u c ira o  un v ir u a  do 

e len b ra  ap!*opludo, a l  que le a  c é lu la a  coa e u u c e p t ib lo e ,  pu­

r a  i n f e o t a r  e l  c u l t i v o .  Una ve z  que la e  o e lu la a  ae rompen 

p o r l a  p o c ia c ló n  de v iru a  m u lt ip l ic a d a ,  oa d e c i r  que ha te ­

n id o  lu g a r  e l  e f e c t o  c i t o p á t l o o ,  queda en l i b e r t a d  un gran 

número de v i r u a ,  y aon u rraatrad oa por e l  medio.

E l modlo quo o o n tien e  lau  p ^ rtio u laa  de v iru a  

amparadla de e e te  modo de lo e  deeechoa c e lu la r e a  puede eer 

almacenado a co n tin u ao ió n , o p re fe r ib le m e n te  aer aomotldo 

a f i l t r a c i ó n ,  extrayenuo d el medio otvtlquier contaminación 

b a c t e r ia n a .  El antigeno v i r a l  puode e er  douactivado dea— 

puée con un agente d eaaotivedar adoouudo, t a l  cono f o r a a l -  

dehldo, o ,  eapooieim ente, a o e t i le t i l e n .r n a ,  y aor inoorpon^- 

do en una vacuna, que p refe r ib le m e n te  comprende un coadyu­

v a n te  t a l  como b idróxid o  do a lu m in io , co^oinado vonta joua- 

mente oon oaponina.

Por ta n to ,  la  invención proporciona, en o tro  

e e p e c to ,  un procedim iento para preparar y  aantenor un a la ­

terna de c u l t i v o  de c é lu la a ,  t a l  como a ha d e f in id o  a n te ­

r io rm e n te , quo cotnpiunau lnu oporaeiunoc de

-  n  -
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( a )  preparar un leoho Je auparte a p a r t i r  de 

una au B íe n n ó n  Ja m a te r ia l  poroao a  an p a r t í c u l a s ,

( b )  a p l i c a r  una aueprnuión l íq u id a  da o á lu lau  

a u c a r i ó t ic a a  a l  la c h o ,

( c )  p e rm it ir  qua so e s ta b le z c a n  por e l  mi urnas 

l a a  c á lu la a  re te n id a a  an a l  le c h o ,

( d )  hacer o ircul.^r medio n u tr ía n te  a tra vé s  Jal 

l a c a o ,  oon lo  quo aa aum^niatran au'.tancine n u tr io n ta a  a 

l a a  c á l u l a a ,  y  loa  productos m etabóliooa y  Ja degradación 

OOn Oxtraidoo an a l  l íq u id o  qua s a l e  d e l lo c h o .

Hn p a r t i c u l a r ,  a l  procedimiento comprende tam- 

bión la o  oporaolOf,u^ a d ic io n a le s  da

( a )  i n f e c t a r  la a  c á lu la a  con un microorganiamo 

a l  qua aon a u o ca p tlb lo a  la a  c é l u l a s ,

( f )  c u l t i v a r  o l  mlcroorganiamo an un medio nu­

t r i e n t e  ,

( g )  aoparar e l  microorganiumo de lo a  deaechou 

da la a  c á l u l a a ,  y

(h )  a i  ea n e c o e a r io ,  e l im in a r  la  contaminación 

b a c te r ia n a  por f i l t r a c i ó n .

K1 procodlmlttito oe eapoclalm ente adocuado para 

d e e a r r o l l a r  v iru u  en U n a ju e  da c á l u l a a ,  y  por l o  tanto púa 

da uaarae ventajosam ente para proporciOMtr vacuna** v i r a l e s ,  

t r a e  una d e s a c t iv a c ió n  apropiada oi ea n e c e s a r io .

Kn o t ,^  aep^-uto p a r t i c u l a r ,  la  preonnto invun-

?o-Ju:i-73
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c lo n  propcrc 1oaa una vacuna, que aa preparada per un cátodo 

que ooopreea* la *  o peraclonee  a n tea  definida#* Eu v a n t a jv -  

*0 que a i  v ir u a  uzado on lo a  aletemaa de c u l t i v o ,  en lo e  

c á t o d o * ,  y  en la *  vacuna*, aea un v iru a  de PHD.

Loa oátodoa y  a i a t e - a e  recomendadou aetfún l a  

in v e n c ió n  e v i t a n  la  etapa de aedlm entación, que o* l . r g a ,  

e n  l a  que le e  c é lu la #  aon mantenida# frocuantam enta, en la a  

tá c n io a a  co n vu n o icn alee , en un ce d ió  ambionte d e s fa v o ra b le  

d u ra n te  perfodoo prolongado*, Abora, la  e l la in u c ió n  do to — 

d i o  c e l u l a r  uuado pued* a e r  rápida y  máo o ceno* com pleta, 

A deaáe, e l  cambio de c u l t i v o  de c á lu la o  a l  t e d io  de duaarrc*- 

1 1 o  de v iru e  puede uer f á c i l  y  r á p id o ,  y  puede e v i t a r  l a  

contam inación cru ta d a  de loa doa c a d io a ,  que ocurre  frecu en­

temente con e l  e ia t e a a  convencional* la a  c á lu la o  pueden 

la v a r a #  convenlentement* e n tr e  unaa etapa* y  c t r a o ,  a i  o* 

nu ceaario *  Como laa o c lu ía *  y  le a  deaccbou o e lu la r c c  que­

dan reten id o a  en e l  le ch o  de e o p o rte ,  la  f i l t r a c i ó n  p r e v ia ,  

que ee e s e n c ia l  para co n aagu lr  a l t a a  Vulocldadco de paco 

a n  l a  atapa f i n a l  da f i l t r a c i ó n  e c t o r i l l r a n t e  de lau bacte­

r i a # ,  aa incorporada ventajoaamente en la  etapa do creclm ien 

t o  d e l v i r u a ,  con un ahorro p o te n o la l  de v a r ia *  hora*,

Eu importante que la *  uuutnnciau n u tr ie n te *  d^— 

eoadau uean añadida* oioapru qu* *e pruclue ol medio an re— 

o ir c u la o i ó n ,  y  qu* e l  medio puida oomoteree e un burbujoo 

co n  a i r e  a l  caudal marico n v c e u a r io ,  uin r iend o do d o to rio ro

-  '  S  —



f í e l o o  para l e e  o ó lu la e .  Ade<-áe, e l  método puede p-oneree 

en  p r á c t ic a  en un alaterna c e r t e d o ,  que pueda e a t e r i l i z a r a o ,  

p o r  e jem plo, por Inyecció n  de vapor de agua, y  por Jo tanto  

no hay ningún p e l i g r o  de enfermedad d erivad o  de le o  g o t !o  

5 y  ealp lo e d u ra e  que tienen lu g a r  oor. .ue  té o n lo a a  convenclo-

n a le e *

Le Invención oe d e o c r ib lr á  ahora mée p a r t i c u l a r ­

mente con r e fe r e n c ia  a l a  F ig u ra ,  que muvatrm ecquem ática- 

a e n te  l a  into roo n eaió n  Je un f i l t r o  de preoión que contiene  

10 un leo h o  de eop orte  oon un r e c i p i e n t e  de o u l t i v o  y  e l  equi­

po aeooiad o.

En l a  F igura ae e u e e tr a  un r o e lp ie n te  convencio­

n a l  (A) de c u l t i v o ,  oqulpado oon ua alaterna de e le c tr o d o  

(B ) y  medloa para bombear m a te r ia le s  doede e l  r e c i p i e n t e ,

1$ a tra v é e  de una toaba ( C ) ,  a un f i l t r o  pronaa (D) que a u je ­

ta  a un le c h o  de aoporte (E ) .  Cartuchoa f i l t r a n t e u  (F) y  

f i l t r o e  de membrana (C) a irv e n  para f i l t r a r  la  couoeha do 

v iru e  antea de p a e a rla  a l  d e p ó sito  (H) de d e s a c t iv a c ió n ,  

Eiemplo i

20 P re p a ra o ló n  Je lo a  lechos f i l t r a n t e e  Je t l o r r a  de díatomeae,

Leu lechoe f i l t r a n t o e  utadoe en l a  p r a c t ic a  de 

l a  preeente inveno^^n eran de t r e e  o ía n te !

( a )  ee preparó un único  lacho  bomboando una aue- 

ponaión acuoea de )000 g de D i c a l l t e  4?00 de 

2$ . .emano de re te n ció n  de p o r t íc u la e  de 1 ,2  ml-

?0-ff]M-73 -  ln -
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e r a s ,  *  tra v é s  d e l o r i f i o l o  c e n t r a l  da la s  p la ­

c a s  h o r iz o n t a le s  Ja un f i l t r o  prensa C a ía lo  

y  bajando a tra v é s  da cada p ia os  i n d iv id u a l ,  de­

jando a a í  una capa de D ic a l i  te  sobre cada p la c a .  

E l  a l e t e a s  de f i l t r a c i ó n  fue e s t e r i l i z a d o  dsepuéu 

p o r  in y e c c ió n  de vapor de agua.

In a e d la te a  ente antoa de l a  f i l t r a c i ó n  de l a  co so - 

ch a  de v i r u s ,  se  añadió a é s t a  una cantid ad  de 

1500 g  de Superaid e s t e r i l i z a d a  de tamaño de re ­

te n c ió n  de p a r t í c u l a s  reconooido de 0,2  m ieras, 

como a lim en tació n  da c o n s i s t e n c i a .

(b )  Se preparó un lech o  a le la d o  como en (a) bombeando 

4COO g de D io a l i to  a travúe  del f i l t r o  prensa. Ai 

l e c h o  de so p o rte  so añadieron directam ente 500 g 

da Superaid  e s t e r i l i z a d o ,  inmediatamente a n tes  

de l a  f i l t r a c i ó n  e s t e r i l i z a n t e .

(o) Se preparó un lecho  m ú lt ip le  bambeando la e  s i  — 

g u ió n  toe t i e r r a s  de dlatomoaa a tra vó e  d el f i l ­

t r o  pronaa, en e l  orden dado! 1000 g  de Hyflo 

Superoel de tamaño de re te n ció n  do p a r t í c u l a  re ­

conocido de 0,5  m ieras; 1000 g  de Su p eraid , 2000 g 

de H yflo  Supercel y  iCOO g  do D io a l l t e  4?00, 

obviando e s t e  sistem a l a  necesidad  do añ a d ir  pos 

t e r i o r e s  ca n tid a d es  de t i e r r a s  de dlatomoaa a l  

f i n a l  de i a  etapa de c . t t i v .  d e l v ir u o .
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E l  f i l t r o  preña* Calmic fuá eater i lÍ3 ta d o  por 

In y e c c ió n  de vap o r de agua a 1 ,3 7  X 10^ nowton/ 

metro** y mantenido b a jo  una p rea ló n  p c n l t iv a  

de a i r e  e a t é r i l  baata  que fuo p r e c ie o .  Durante 

au uao, l a  temperatura d e l  f i l t r o  fu e  contr<^- 

lada haciendo c i r c u l a r  agua a tra vó e  de la  c o d ­

ea d*r f i l t r o ^

Ejemplo 2

Prod ucción  de v iru n  de MtD a p a r t i r  do c ú lu la n  en auopensión 

BH^2! *antenidae en e l  leoho de s o p o r te .

Un c u l t i v o  de 6$0 l i t r o e  de un medio quo cont^- 

n í a  aproximadamente 7 x 10  ̂ o é lu la a  de riñón de o r ía  de 

ham eter o lo n i t e j * / * ]  (DHX2l )  fu e  in ic ia d o  en un re o lp io n te  

c e r r a d o  de o u l t lv o  de 700 l i t r o e ,  que ootaba equipado adecúa 

demente para c o n tr o la r  e l  pü, para l a  ad ico ló n  de d ivera a e  

e u e ta n c ia e  n u tr ie n te u  durante loo  p erícd o s  de c u l t i v o  de laa  

o e l u la e  y  de c rec im ien to  del v i r u e ,  y  con un e le c tr o d o  de 

o x íg e n o  pura ^ r m i t l r  determ inar l a  t e n d ó n  de oxígeno d ieuol 

t o  (pO^).

El medio do c u l t i v o  uaado ora Medio do Eagleo mo­

d i f i c a d o  ( V ir o io g y ,  Jj6, M7 ( t 962))  a l  quo ue hab  ̂ añadido 

10% en v o l . / v o l .  de ouoro bovino# La temperatura del c u l t i ­

v o  do có lu la u  ao mantuvo a 35°C y  ae f i j ó  en oote v a lo r  4- 

0 , 2$*C, y  la  v u lo c iJ a J  do a g i t u o ló n ,  por modio do una p a le ta  

de  movimiento do v a iv é n ,  ae a ju u tó  a 36 enrrorao por m intió.

J-O-JUM-73 -  i6 -
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Se mantuvo un f l u j o  de a i r e  a ua caudal Jo 5 l/min a tra véo  

de l a  parte  su p e r io r  del medio, y  e l  pH se a ju s t ó  a 7#4 y  

se  mantuvo autom áticaBente en ese  v a l o r  en ¿  0,0J unidades 

de pH, por a ed io  Je un f l u j o  de d ió x id o  do carbono guueouo 

de 10 l / a i n ,  burbuje^.doo a travéu d e l medio, o por a d ic ió n  

de d is o lu c ió n  4 molar de h id ró x ld o  de so d io . Se h izo  bur­

b u je a r  automáticamente un f l u j o  a d ic io n a l  de 1$ 1 /min a 

t r a v é e  d e l medio de c u l t i v o  cuando lo o  v a lo re a  le íd o o  en e l  

e le o t r o d o  de oxigeno in d icaro n  que e l l o  era  n e c e s a r io .

La co n cen tración  máxima de Isa  c é l u l a s ,  a p ro x i­

madamente 2 ,5  x 10^ o é lu la o /m l,  fu e  aloanzada a l  oabo do 50 

b o r a e ,  y e l  c u l t i v o  de o é lu la a  fue hecho o i r c u l s r  doupuás 

a 20 l/min t r e s  veoea a través d e l f i l t r o  de lech o s m ú ltip les  

preparado en o l Ejemplo l ( c ) .  Las determ inaciones de reouon 

t u  o e l u l s r ,  en muestras tonudas d e l modio nada más s a l i r  del 

f i l t r o  a i n t e r v a lo s  de 15 minutos, in d ica ro n  que en e s ta  

e ta p a  e l  96% de la a  o é lu la o  a l a  ooncontraeión máxima habian 

s i d o  In m ovilizad as sobre a l leoho do so p o rte .  El medio ago­

t a d o ,  austanolalm ente  exento  de o e lu la a ,  fue bombeado después 

a l  desagüe que s a l í a  d e l leoho de soporto c u b ie r to  por o l  

medio, s i n  embargo, b a sta  la  etapa da c u l t i v o  d e l v ir u s ,

A l  re o ip ie n ta  <'o c u l t i v o  ue ailudioron 650 l i t r o s  

de medio de c u l t i v o  de v lr u o ,  Que e m p re n d ía  Medio do Ruóles 

m o d ifica d o  que c o n te n ía  1% en v o l . / v o l .  do suoro bovino, y 

s e  aumentó la  temperatura a 35 0̂. E l medio ¿e c u l t i v o  de

-  19 -
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o e l u l a a  r e te n id o  en e l  f i l t r o  fue ¿acochado on a l  deaaguo, 

y  aa comenzó la  c i r c u la c i ó n  d al medio Je v iru a  a tra v é s  dol 

f i l t r o .  El medio del r e c ip ie n te  Je o u l t i v o  fue inoculado 

después con 2000 n i de suspensión ¿a una capa de viru u  Jo 

FWD denominada Pando Tipo A, que había  a id o  adaptada para 

d e a a r r o l la r a e  on o é lu la a  BHK21.  E l medio inoculado ue re ­

c i r c u l ó  a tra v é s  d el f i l t r o  duranto aproximadamente 48 heb­

r e a  a un caudal de 20 l/min, oon l o  que e l  número de cambios 

de medioa en e l  f i l t r o  fue de aproximadamente 23/ h o ra ,  y  on 

e l  volumen de c u l t i v o  t o t a l  de aproximadamente 2/h o ra . La 

v e lo c id a d  oon l a  que e l  medio f l u í a  realmente a travóa d el 

le o h o  de aoporte era  de aproximadamente 1,8 cm/min. El pH 

d e l  medio fue  co n tro la d o  en un v a l o r  de 7 ,4  por in yecció n  

autom ática de a i r e  y  d ió xid o  de carbono gaeeooou a travúa 

d e l  medio.

- E l  v iru a  fue propagado en la a  c é lu la s  ln m o v il i-

zadae en e l  leoho de aoporte haata una oonoentraolón Jo 10 ' 

un idades fo rzad o ras  de plaoao (pfu)/ml de f lu i d o  do c u l t i v o ,  

tomándoos muootrao para enoayo de plaoaa d e l re c ip io n to  de 

c u l t i v o ,  a ln te r v a lo a  re g u la rs e  durante e l  d ía .  concen­

t r a c ió n  de f i j a c i ó n  a f e c t i v a  máxima fue do l / l 2 .

E l  f i n a l  d el período de c u l t i v o  da v iru a  fue 

determinado con tro lan d o e l  PO2 en e l  medio de c u l t i v o ,  y  e l  

c u l t i v o  fuo reoo leo ta d o  ¿.<«ndo e l  v a l o r  de pC  ̂ habla enmon­

ta d o  hasta  un v a lo r  ig u a l  a la a  condioioneo do o atu ració n
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20

d e l  a i r e .  El medio de f i l t r o  oe d e v o lv ió  despuéo e l  r e c i ­

p ie n te  de c u l t i v o  por t e d io  de o ir é  a preolón* y  e l  f i l t r o  

fu e  n ie la d o  d el s is te m a , Le coaecha de v iru a  e x is t s n t o  en 

e l  medio fue bombeada a t r a v é s  de un oiatoma de f i l t r a c i ó n  

en doe e ta p a a ,  de grado e s t e r i l i z a n t e  de b a c t e r i a s ,  que ha­

b í a  e id o  e s t e r i l i z a d o  previamente por in ye cc ió n  ae vapoi ce 

agua#

En l a  primera e ta p a ,  e l  medto de c u l t i v o  de v l -

rue fue a ju o ta d o  a un pl! de 7 ,6  con tampón de g l i c i n a  2 mo-

l a r ,  y  deopuss fu e  f i l t r a d o  a temperatura ambiente y a un

ca u d a l de 6 ,8  l/mia a tra v é s  de doa cartuchoe f i l t r a n t o o

B a le  ton de profundidad ( 47,3 c;a X ! ca )  de f i b r a s  de v i d r i o

a g lu t in a d a s *  Loa cartuch os f i l t r a n t e s ,  quo tenían  un tamañu

de re te n c ió n  de p a r t íc u la s  reoonocido de 0,3$ m iera s , fueron

d iepueetoo  en p a r a le lo  para u - r  un á rea  de f* * l .ra c ló n  de 
2

1$00 cm . En la  segunda e ta p a ,  e l  medio que s a l í a  de loo 

ca rtu ch o s f i l t r a n t e s  e ra  bombeado a l a  misma v e lo o id a d ,  a 

una presió n  do 4,8 — 6,2  x 10 N/m , a tra v é s  de f i l t r o s  

de membrana U chleloh er y  S o h til l ,  t ip o  20 (20  om 1 20 cm), 

que tenían  un tamaño reconocido de re ten ció n  de p a r t íc u la s

de 0,22 m ieras. Esto d ló  un á rea  e f e c t i v a  de f i l t r a c i ó n
2

de 63OO om , o aproximadamente 100 mi de l íq u id o  de f l l t r a -  

Olón/cm* Ce ¿roa de f i l t r a c i ó n .

E l antígeno  v i r a l  a s í  obtenido fue In activad o  

en e l  r e c ip ie n te  de in a c t iv a c ió n  prevlnmunte e s t e r i l i z a d o ,

20-JUN-73 -  21 -



por tratamiento ooa acotlletilen im ina (AE I), y ae formuló

de v iru s  in a ct iv a d o , 25% en volumen da hidróxido de alumi­

n io  da 2% en peao/vol y 5 mg de eaponina, por docia de va­

cuna per* ganado. La vacuna fue eometida a enaayo en ganado

BHM21 mantenidas en el leoho do vonorte.

Según e l  procedimiento dex Ejemplo 2, l a  oapu 

SA.T.2  S e : .  l / í 9 de HtO fuá c u lt iv a d a ,  f i l t r a d a ,  Inmotivada 

y formulad* en forma de vacuna. Sometida a enaayo en ganado,

culado a p a r t i r  del v a lo r  de la a  oonoentraoioneo del anticuar 

po en o ircu la o ió n  preñante en e l  ganado 21 días doupuéo de 

l a  vacunad ón.

Ejemplo 4

Se examinó e l  d e s a r r o l lo  de v iru e  por loa  móto- 

doa deaoritou, uuando tanto tucnioua de leoho a e n c i l lo  como 

de lecho m ú ltip le ,  usando una variedad de capae de FMD.

En la  tab la  a ig u ie n te  ee muestran ejemplos da la  capacidad 

e a p e c if io a  de in fecc ió n  y  aa loa valorea de f i ja o ió n  máxima 

a fe ct .iva  oLtanidoa oon lae d ia t in te a  oepaa empleadao!



Eacala
litrom

íecbo  de 
d la tó n t te Cepa de v lru a

Capacidad de 
in fección  (lo^.Q 
pfa/ml)

Pija. .
el t:c ^

30 S e n o lllo SAT.1-Bho 3/66 6,7 V - .
M O-Br'S l 8¿0 6.8 V .

- 6.4 V i :

&$c A Pando 6,3

# " 6,8

a M últiple " 7,5 V '

" " 7,3 V-M
tw " SAT.I-Rho 3/óó 6,4 '/ó

" " 7,0 '/n
W " S a t .2-SWX. 1/69 7 . i ' A

M " " 6,1 7.8
W * :iAT.3-BEC 1/65 7,2

7 s

t* ** ó , 8
v.^

Produooión do v i r u s  do M D  a .^-tir de un l in a  1a c e  cúlulaa 

de riñón do oardo IBRS 2 mantenidae on ul lacho de uono-tti.

Ha r e p it ió  e l  procedimiento de loe Ejmaploa ? y 

3 uuando en cambio oélulau IDRS 2 para eoportar una cepa 

adaptada adecuadamente de viruu du PHD. Sa obtuvo una vacu­

na que tenía un va lo r  de potencia u a t ie fa e to r io ,  como aa d e ­

terminó por enaayo inoculando (janad-t con v i  rúa vivo 2l u la .
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deopuóo do v*cu-^clón.

Ejemplo 6

Leaarrollo da oólulae PHK2i en si interior del leobo de :<- -  

porto en vi f i l t r e .

En un reolpionto  de o u it iv o  d%. 700 l i t r o s  uv 

trodujoron 500 t i . r o e  do aodlo do c u lt iv o  do o élu laa  qs;<j 

oomprondía oodio d.' E^glea modificado que contenía on 

v o l* / v o ! .  do uuoro bovino, e l  medio fuá llevad o  a 33*C, y 

doapuéa fuo inooulado con un gormen Jo o é lu lo o , pura dt 

ono ocnoontraolón i n io i a l  do aproalmadamonto 7 x 10 oáiu- 

loo/ml do oélu loo ^o monooapa do riñón do o r ía  de hamut.T 

cloniaadao ÍBHK2l ) .  El c u l t i v o  inooulado, juntaocnto oon 

200 g  do D lo a lito  4200 do tamaBo do rotonoión do partíoula" 

reoonooido do 1 ,2  miorae,fuo boa beodo inmediatamente a tra -  

vóo do un lecho f i l t r a n t e  e s t e r i l i z a d o ,  proparado eegún e l  

Ejemplo l ( o ) ,  a un caudal de 20 l/ a ln ,  do modo que práotlo*. 

monto todna lao oúlulan l*ucron depoaitadma on e l  leoho dn 

oeporto, olondo intardiaperoadao ovn lao  oapao do 1^ t ^ r r a  

de d iatoaeae. El nodio de o u lt iv o  da oélu lee  ao hizo r e u ir -  

o u la r  continuamente durante 48 horae, y lao  có lu la a  fuorun 

o u ltiva d a o  dontro dei leoho no anporto, y  durante acto t i e m ­

po lo  oantldad de glucosa d eaa a la ilad a  fuo do 2 g/l* Eí 

medio fuo bombeado doapuéa a l  deaagüo, y  oo oñad'eron medio 

do ifirue rooionto y gormen de inooulaoión do la  depa 

:8t.O dol /irua do HíO, eegún e l  procedimiento dol Ejemplo 1.

?rt-.rtjM-7 \
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MI v i r u s  p r o n u c i d o  f u e  f i l t r a d o ,  I n a c t i v a d o  y 

f o r m u la d a  como un c o m p o n e n te  Uo una v a c u n a  t r i v a l e n t e ,  

q u o  c o n t e n í a  e l  e q u i v a l e n t e  do  -  mi d e  c a d a  uno d e  l o a  

a n t í g e r o s  do  v i r u s  i n a c t i v a d o s ,  en v o lu m e n  d e  h i d r ó -

5 x l d o  d e  a l u m i n i o  a l  2% en p e s o / v o l . ,  y 3 mg d o  e a p o n i a a

- p o r  d o n i a  puna g a n a ,) o .  L a  v u c a n a  t r i v a l e n t e  f u e  s o m e t id a

a  e n s a y o  en p a n u d o  p o r  i n o c u l a c i ó n  c o n  v i r u s  v i v o  XI d í a s  

d e s p u á *  d e  l a  v a c u n a c i ó n ,  y  i t  p o t e n c i a  d e l  c o a n o u e n t e  

d e  O -BPS 1860 , p r o d u c i d o  y d o a c t ! * o  en e s t e  E j e m p l o ,  e r a  

ÍO d e  15,3  D P ^ p / d o s i a .

E o t a  s o l i c i t u d ,  u u e  c o r r e s p o n d e  a  l a  p r e s e n t a d a  

en G r a n  D r e t n ñ a ,  e l  26 d e  A b r i l  d e  1 . ' 7 2 , b a j ó  e l  número 

193^7/ 72 , * 6  a c o g e  a l o a  b e n e f i c i o s  d e l  A r t i c u l o  51 d o l  

v i g e n t e  E s t a t u t o  s o b r e  P r o p i e d a d  I n d u e t r l o l *

13

'< K I  V I  X !' I  c  A C I  O *; H S

20

. *
23

iy -6 -7 3

L o s  p u n to s  d e  i n v e n c i ó n  p r o p i a  y  n u e v a  que  s e  p ro  

s e n t a n  p a ra  que s e a n  o b j e t o  d e  e s t a  s o l i c i t u d  d e  P a t e n t e

- 2 3 -
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do I n v e n c i ó n  en  E s p a ñ a ,  p o r  VEINTE a ñ o s ,  s o n  l o s  que so 

r e c o g e n  en  l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  s i g u i e n t e s :

l a . -  Un p r o c e d i m i e n t o  m o jo r a d o  p a r a  p r e p a r a r  

u n a  v a c u n t  p o r  m ed io  d e  un s i s t e m o  de c u l t i v o  do c é l u ­

l a s  e u c a r i ó t i c a s  v i v a s ,  que com prend o l a s  o p e r a c i o n e s  d e  

( a )  p r e p a r a r  u n  l e c h o  de s o p o r t e  o p a r t i r  de  una s u s p e n ­

s i ó n  do m o t e r i o l  p o r o s o  o en  p a r t í c u l a s ,  ( b )  a p l i c a r  uno 

s u s p e n s i ó n  l i q u i d a  d e  c é l u l a s  e u c a r i ó t i c a s  a l  l e c h o ,  ( c )  

p e r m i t i r  quo l a s  c é l u l a *  r o t c n i d o s  en  e l  l e c h o  s e  e s t a ­

b l e z c a n  p o r  s i  m i s m o s ,( d )  h a c e r  c i r c u l a r  m e d io  n u t r i e n ­

t e  a  t r a v é s  d e l  l e c h o ,  c o n  l o  c u a l  l o s  n u t r i e n t o s  so  s u ­

m i n i s t r a n  a  l a s  c é l u l a s  y  so  s e p o r a n  l o s  p r o d u c t o s  m o ta ­

b é l l e o s  y  d e  d o g r a d o c i ó n  en o l  l i q u i d o  quo a b a n d o n a  e l  

l o c h o ,  ( e )  i n f e c t a r  l a s  c é l u l a s  c o n  un m i c r o o r g a n i s m o  

a l  c u a l  s o n  s u s c e p t i b l e s  l a s  c é l u l a s ,  ( f )  c u l t i v a r  e l  

m i c r o o r g a n i s m o  en  un m ed io  n u t r i e n t e ,  ( g )  s e p a r a r  e l  

m i c r o o r g a n i s m o  do l o s  r e s i d u o s  do l a s  c é l u l a s ,  ( h )  s i  

e s  n e c e s a r i o ,  e l i m i n a r  l a  c o n t a m i n a c i ó n  b a c t e r i a n a  p o r  

f i l t r a c i ó n ,  y  ( i )  f o r m u l a r  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  en  u n a  vo  

c u n a  de u n  modo c o n o c i d o .

2 a . -  Un p r o c e d i m i e n t o  s o g ú n  l a  r e i v i n d i c a ­

c i ó n  la, en el c u a l  el m i c r o o r g a n is m o  o s  un v i r u s .

36* -  Un p r o c e d i m i e n t o  s e g ú n  l o  r e i v i n d i c a ­

c i ó n  26 , en  e l  e u o l  e l  v i r u s  c a  una c e p o  d e l  v i r u s  de 

l a  g l o s o p e d a .

16.12.76 ** 2 —
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4 a . -  Un p r o c e d i m i e n t o  s e g ú n  una c u a l q u i e r a  

de l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  2 "  ó 3 * t  * 1  c u a l  e l  v i r u s  so  

I n a c t i v a  c o n  un a g e n t e  i n a c t i v a m e n t e  como f o r m a l d c h i d o  

0 a c c t i l e t i l c n i m i n a .

5* . -  Un p r o c e d i m i e n t o  s o g ú n  una c u a l q u i e r a  

de l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  p r c c c d *  t e s ,  on e l  c u a l  l a  v a c u  

na i n c o r p o r a  un c o a d y u v a n t e .

6 a . -  Un p r o c e d i m i e n t o  s e g ú n  l a  r e i v i n d i c a ­

c i ó n  5 a ,  en  e l  c u a l  e l  c o a d y u v o n t o  e s  h i d r ó x i d o  do a l u -

1 0 m i n i o  c o m b in a d o  c o n  i:u p o n in a

7* . — Un p r o c e d i m i e n t o  m e jo r a d o  p a r o  p r e p a ­

r a r  una v a c u n a  p o r  m e d io  do un s i s t e m a  do c u l t i v o  do c é  

l u l a s  c u c a r i ó t i c a s  v i v a * .

.
T a l  y  como s e  ha d o s c r i t o  on l a  M em oria que

i s :%
* *
. -

a n t e c e d e ,  r e p r e s e n t a d o  en l o s  d i b u j o s  que s e  acom pañon 

y  p a r a  l o s  f i n e s  que se  han e s p e c i f i c a d o .
** * +

t.# W E s t o  M emoria c o n s t a  do v e i n t i s i e t e  h o j a s  c ¡̂ 

c r i t a s  a n á q u in a  p o r  una s o l o  c a r a .

2 0 * .* .
r y ; . . -

. M a d r id ,

* * * P . A .

25

fe m a n d o  de E t z c b f r r

1 ' . 1 2 . ? 6  
JMM/.
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