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Esta invencion a# refiere * la propagacion de
oélulas euoariotioas en un aiateaa de cultivo, y al desa-
rrollo de microorganismo*, tales como virus, en oélulaa de
mamiferos y hudsar.'*.

Be sabido que una variedad de oultivo* de oélu-
laa, especialmente las de origen animal o humano, pueden man
tefiorae en forma de monocapas sobre la euperfioie lisa de

un eoporte sélido, por ejemplo bandejas de Fetri, frascos

ds vidrio, o tubos. En cuanto estos cultivos se hacen "con

fluentee", es deoir se forman una oapa unida de espesor uni-
forme, pueden introduoirse un virué en el medio liguido que
cubre las oélulas, y el oultivo puede usarse para la propa-
gacion de los virus *n el eiatema de monooapa. Muohoa tipos
ds oélulas pueden desarrollarse adamas, ventajosamente, en sus
pensidn, ss deoir una dispersion suatanoial en el medio nu-
triente, y puede adaptarse también la misma téonica a la pro-
pagacion ge virus en oélulaa en suspensién. EI aparato para
este objeto oomprende usualmente un recipiente o deposito
oerrado oon medios adecuados de ag”taoion, oontrol de faoto-
res ambientales, por ejemplo pH, pOg, suministro de eustan—
olas nutrisntss, eto. (véase B.P.S.1 03$0 758).

En el sistema empleado oonvenoionalmente, por
ejemplo para desarrollar linajes de oélulas en oultivo de sus-
pensidn, las oélulas son mantenidas en un estado sumorgido y

agitado en el medio, y son sedimentadas por gravedad ouando



a# ha aloaaaado #1 méximo de oonoeBtraoién. EIl medio ea
upando deepuée por decantacién, y laa oélulae eon puee—
tam do nuevo en muepenaléa on un medio redante que también
puede llevar un germen de virue. Deepuéa del periodo de
oreoielento del virtB, determinado por obeervaoioneu del
efeoto oltopétloo de lee oeltlaa, la ooeecha ae haoe paear
uaualeente a travéa de un filtro, y deepuéa a travéa de una
membrana eaterilltante de baoterlae, para obtener una dlao-
luolén que oontlene virda librea daaprendidoa por laa oélu-
10 lae rotea.
tina dificultad oon loe oultivoe en euapaneion

de célulam de mtaiferoe en gran eaoala ae que el burbujeo
de aire a travéa dal medio a alto caudal puede perjudloar
a lee oélulae, aunque ae requiere continuamente una olerta
13 cantidad de eunlinletro de oxigeno para oonaeguir un daaa-
rrollo 6ptimo. Otraa dlfioultadaa aon que la eedimontaoldn
de laa células ea un prooeao que exige tiempo (aproximada-
mente 24 horaa), laa oélulaa aadimantadaa pueden eutar axpuea
tea a un medio amblante deofaverable en téralnoo de pHy
20 faotorea nutrloloe, y edlo pueda eapararae por drenaje el
$3% dal meuio ueado ain rleego de perder una oantidad Impor
tante da laa oélulae. Ademés, durante la filtracidon de la
ooeeoha de virua, loe deeeoboe aaooiadoo a laa oélulae ojor-

can un efeoto de relleno de poroa eobre el medio de filtra-

25 cidon, y, para oonoeguir una filtraoién da aooion aatorlli-
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zaate, tiene que eer baja la proporcion de volumen filtrado/
drea de filtracién. Bato puode causar pérdidaa importantoo
(hasta el $0jC) de antigeno viral, a onuaa de la absorcién
de virus, tanto eobre el aedio filtrante, particularmente
ai oentiene amianto, cuco cobre loe deaeohoa celularea re-
tenidos. Ademaa, el filtro-prensa de grandea planohie ver-
t lcalea que ae requiere para dar una filtracién adecuada
oauaa ueualaente pérdidas importanteo do volumen, y, al no
eer un alaterna oerrado herméticamente, el goteo oonalguien-
te constituye un pollgTO eerlo de enfermedad.

Por lo tanto, un objeto de la preaente invencion
ea proporcionar un alaterna oon el que pueden evitaros auo-
tanolalmente laa deoventajaa antarloroa. Preferiblemente,
el alaterna ha da aar aplicable a oélulaa tanto del tipo de
aonocapa como de auaponalén, y ha de adaptarse al orecimien
to de viruo para la produooién comercial de vmcunaa.

Se ha oomprobado ahora que pueden desarrollaron
oélulea ventajoaamante en un ouerpo o leoho de soporte adll
do, que o bien ea poroso o sata en un eatado de partioulau
gque da euflolentes vaoioa o cavidadea interiores para inmo-
vilizar y desarrollar laa oélulaa, y para permitir que loo
medios liquidos pasen a travos del soporte aélldo e Inter-
aotien sobre laa oélulaa.

Por lo tanto, segun la presente invencion en

uno da aue aspeotoa, se proporciona un uiutema de cultivo



de oélulaa, qua oompranda oélulaa auoaridtioaa vivae, talco
oomo loa do origen humano o animal, o mioofitoo diaporaadoo
en un cuerpo o laobo do aoporte molido, aoporte que ooneta
de un material poroeo o en partioulaa oapat de retener lea
oélulaa, permitiendo al miafio tiempo que loe medioa liqui-
doe paaen m travéa de diohaa oélulaa o tengan oontaoto con
ellaa.

El aoporte puede proveerme convenientemente en
forme de un lecho filtrante, y pueda oonatar de materiales
naturalea o eintétiooa, por ejemplo, eilioatoa del tipo do
tierra dm diatomeae, vidrio, o partioulaa de polimeroa.
Para eate fin pueden aer oonveniaatee, por ejemplo, varloo
ooadywantea da filtraoloo de la tierra de diatomeae, tmlea
oorno kiaaelguhr, tierra de infuaorioa y en partioular dio-
tomita. &troe materialea que pueden uaarae inoluyen la la-
na de vidrio, lea oompreaae oeluldaicaa, perlaa de nylon o
de polleattreno. Todoe eetoa materialea aon virtualmente
inaolublee y euatanoialmente inertea donde al punto de via-
te bloldgioo.

El tamafio de loo poroe, o el eapaolo diaponiblo
para el oreoimiento de laa oélulaa dentro de un lecho de
materialea en partioulaa, puede elogirae adecuadamente y
ajuataree a Ina neoeaidadeo. Fraouantementa ao ventajooo
aeloo*oionar un “"tetaano de retenoldn", que indica la capaci-

dad filtrante del material quo retendria de modo efectivo



Ise células paro permitiria oaudales rapidos da paso para
liquidos. Asi pues, pueden usarse convenientemente tlerrau
de dlatomese con caraoteristioas comprobadas ds retencién
de particulas de 0,1 aloras a 2,00 mieras, preferiblemente
* 5 entre 0,2 aloras y 1,2 aleras, por ejemplo alrededor de O<j
mieras a 0,6 aloras. Loo aatsrlalea son tratados es modo
adecuado para eliminar las impurezas y las fuentes de infoc—
oidn, y se clasifican y fraooionan segln su tamafo de par-
ifoula y otros requerimientos#
10 . . .
Puede usarse mas ds un tipo ds material de so-
porte pare oonstltulr un soporte adecuado para las oélulao.
Asi, un sistema de leohoo multiples puede ser ventajoso pa-
ra aumentar la retencién de particulas, y puede oooprendor
por ejemplo capas consecutivas ds material con tamafios de
15 retenoida reoonooldos de 0,5, 0,2, 0,5 y 1,2 mieras,
desde la placa o filtro de eoporte perforado béasico ha3ta
le parte superior. Si se use una sola oapa, puede tafer
gue proporcionaras aun a la misma una oapa superior adicio-
nal de bajo tamafio de retencidon, por ejemplo 0,2 miaras,
20 inmediatamente nnteo de la flltraoién final, para aumentar
la retenoién de lae partioulae menoreo.
En el slatoma Je Cultivo aogin la pro3ente in-
vencion puede Inoorporarae cualquier tipo de célula adecuada
para crecimiento, bien en aonocapao ¢ uuopenaiodn. Los

25 tipos de células a esto roopocto incluyen loa oultivou da
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células primarioa y oeoundarioa, y loa linajeo o capau do
oelulaa diploidea y hetaroploidea do origen mamifero o hu-
mano. Son particularmente adeouadaa a cate fin, por ejem-
plo, loa oonooldoe linajes de oelulaa de rifion de cerdo IBMS2
5 o el linaje de oelulaa de rifidn do orla de haaater olone 2i
(BHK2i). En el eaao de oéiulaa que adlo pueden deaarrollar
ee y uaarae en monooapaa, el alaterna de cultivo ee eminente
monte adeouado para todaa lao fasea do deearrollo, y también
para la propagacidon aubaiguiente de mioroorgaclamoo, tal co-
10 mo virua. Otraa célulaa que puoden propagarae de nodo efi-
ciente en oultivoa en auepenalén puoden aer tratadaa prime-
ro de oata manera, y deopuéa aer incorporadme en el aiote-
<n de cultivo eegua la invencién, oon el fin Je la propaga-
cién y recogida dol virua. Por lo tanto, en un aepeoto par
15 tlcular, el alaterna de oultivo anteo definido comprende tam
bien oodiulaa infeotadaa con mioroorganiemoe, tt'ea como vi-
rus a loa que laa cOlulaa aon suaceptiblea. Naturalmente,
pueden aplioaroe también otroo tipoo de euoariétloca, por
ejemplo miorofitoa talee como lao lovaduraa, al aoporte ae-
20 gun lap-ooente invencion, en un medio nutriente apropiado.
Para auvirde soporto al cisterna do oultivo pue-
den uaaree, por ejemplo, filtroa tipo do presidon horitonta-
lea, pero ea conveniente uaur un filtro de presién Calmio
du pldoae horizontales io gran rendimiento, tai corno el fil-

15 tro Calmic de tipo 45*S-9 n, fabricado por Calmio Englneering

20-JUM-7~
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Itd*, Crtwo. Bate filtro ooaprende nuevo unidades de pla-
cas horizontales, oeda uno de 45 en de didmetro, que tienen
un UGrea totel de filtreoidén de !,26 m™ Cede unidad de pin
on oomprende une plecn perforado de acero inoxidable asen-
tado oobre uno pleoa ondulado de ooero inoxidable* Arante
el uno puede ooplearee una ldmina de soporte, por ejemplo
de papel o rayén, eobre la plaoa perforada, para eujetar
el lecho filtrante.

Kn la preparaoion del looho de cultivo, pueden
bombearse eucselvaeente euepenei< ; de loe calidades apro-
piadas del material de eoporte, a partir de un reoipiente
oonvealeate y o través del filtro de placas, con Jo que el
eoporte ee retenido eobre le plaoa* Tare oada plaoa, la
auepeneion ee reolrouleda varias veces heeta que el liquido
de filtreoion ee transparente, dejando el eepeeor requerido
de leoho de eoporte eobre la lamina de soporte o oapa ante-
rior, que pvr ejemplo puede ser de aproximadamente 8 mm m
20 nm, preferiblemente 10 oma 14 mm y lo mas preferlbleuen

te i2 mmt

Unualmante, una oapa aislado oonsto de mr.torial
que tiene un tamafio de retenoldén reoonooido de particulas
relativaosnto grande, por ejemplo 0,73 " 2,0 mieras, prefe-
riblemente 1,2 mioree, y, en el oaeo de un sistema de lecho
multiple, Isa capas subsiguientes son du un tamafio de roten-

oién do particulas relativamente pequefio, por ejemplo 0,1 a



0,7% mi”~raa, y oonvonlonteaento 0,2 a 0,5 micraa*

El reoiplante do oultivo puede aor del tipo con
venolonal, pruvieto da un agitador y da medloo para medir
y controlar al pB, la tem”ratura, y parm introduoir aire
u origono para airear el medio* Puede ootar prcvi'.to tam-
bién da un electrodo da origono, que mida la tencién de oxi-
geno diauwlto en el medio do oultivo y por tanto pueJde Uuur-
ao coa* ae dauoribo mla adelante para determinar la duracion
del periodo do Jeaarrollo del virua*

Pueda uaarea cualquier medio de oultivo conoci-
do ocao adecuado p-ra al oreoimiento da laa cOlulae y/o de
loa mlorororganiamoe, por ejemplo virua aeooiadoa con laa
célulao, talan oomo Medio Bacal Eagleu (Roianca* !22. $0)
(1955)* o Medio da Eaglaa modifloado (VIrolo”y. 16. 147
(1562). Loe modioe puedan oontener también, por ejemplo,
10% en vol./vol* do auero bovino para el oreoimiento del
linaje da oélulae en euapanoion BRK2!, y una proporcion re-
ducida do auero, por ejemplo <% da auero, para al oraalmion
to da virua da la gloeopoda aobre eata llnaja do célulao.

La glooopeda (denominada aqui an adelante H40)
aa oaucada per una varlodad de tipoo de virué antigenamuntu
diotintou, varice de loe cuacos pueden enoontruruo un rugio-
nae partioularea. Por ojemplo, loe :jpuo O, Ay C eo dan

en Europa y Ludamérica, loa tipoa SATI, SAT2 y 3ATJ ue dan

en Cudarrioa, y loa tip&e O, A, Aula | y SATI ha unauuntvau
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en *1 Proximo Oriente* lets capas alguientes de vijua do
PMO se han enoontrado beata alore adoouadca para el deaarru-
110 segun la presente invencion* A Pando, 0 BP3 1860, AT1
Bho-5/606, SAT2 Swz. /69 y 3AT1 Beo :/05.

la inve cién puede ponerse on préaotica lo dos
aaneree, que dependen de oi el sistema de células ha urocl-
'O en un cultivo ni suspensién o «n oonocapa. Ec el primor
~nao, lea oelulaa Jon propagadas en cultivo sumergido en
unt- reoiplente agitado del nodo convencional, y filtradas
y retefiidme sotrn el lecho cuando las células han mloanzado
su concentracion maxime. Por otro lado, las células que
eo0lo son adoouadas pare si oultivo en monooapa pueden ser
propagadme vontajosamento dentro del sistema de cultivo.
Asi, en el ultimo caso, el medio do desarrollo apropiado on
el reoiplente do cultivo puede ser inoculado con un germen
de células, y después ser heoho oirculnr incoaistamonte
a travéa del Jecho ce soporte previamente proparado, con lo
que las células son embebidas e inmovilizadas dentro dsJ
lecho. EI medio de cultivo se hace cjruul'-r después conti-
nuamente durante todo el periodo de desarrollo de las célu-
lao. En ambos tipos do casos puede evadirse después al re-
cipiente do cultivo un medio adecuado pera ol crecimiento
del virus, y las células ser inoculadas con el virus. El
modio se hacv circular de nuevo continGas-ente a través del

lecho, de h.odo que ol *.iruu puede prop on los células



embebidas ene! lecho da asporte. En cuanto vi virda rompe
I*a célulnn, loa ¢ouechou formados con olio quedan en al
lacho d* soparte, y al virus oa puosto on libertad en el
medio.

.5 Aunquo no puedo obosrvsrse directamente el ero-
oimiento de lea células dontro dol ooporte, el deoarrollo
puede vigilarlo facilmente por medio do Imtiillzaoiéon do
glucoaa. EI triodo de crecimiento del virus puode deter-
minaras indirectaaontv de loa valoreo tomadoe dul electrodo

10 de oxigeno, quo don ?a tenoion de oxigeno diauolto (pO™)

en el medio de oultivo. Asi, en loo etapas iniciales del
oultivo del virus, la absorcion do oxigeno por las células
metabolimanteo ee cmyoi que lo velooltbtd do disolucién do
oxigeno en el medio de cultivo, y por consiguiente desciendo
la pO™ del oxigeno disuelto. A podida que mueren células
como resultado de infecci6on t-or viruo, hay una domando de
oxigeno contin.<monto decreciente para ol motabolismo celu-
lar, quo fina?Aonte oa menor que la velocidad de disolucion
de oxigeno, de modo que la pO2 do oxigono diauolto aumenta.
20 Por lo \jrito, oate cambio puode usarse para la vigiluncia
y control de la etapa do propagacion dol viruo, y Be ha en-
contrado que os vo..tajooo recolectar el cultivo do viruo
cuando la pO™ do oxigono diuuoltO en ol uodio de oultivo
eata en equilibrio aproximado con ol valor do pO™ pura lau

25 condicionen do saturacién dol airo.
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La secuencia gMnaral de las oporacloooe en la
practica de le preaanta invencién, tal cono a* ilustra por
lee cainita capaces de crecer eo cultivos en suapsnsion,
ea orno sigue. EIl cultivo de células se Inlci t en el reci-
piente agitado del nodo normal, siendo el pU de. tedio de
aproximadamente 7.4 y ia temperatura de aproximadamente
15*C en la majaria de loe casos. Decpu-a se prepara un Ja
obo de soporte bambeando una eunponsion aouoea de loa gra-
dos apropiadoo de material de soporta, por ejemplo tiene
da dlatomeas, auoeslvamenta, a través de un filtro apropia
do, que trabaja preferiblemente bajo presién, y el sistema
ea seterilltado y mantenido so esto sotado hasta que oe re-
guiere. Ciando las células han aloanzado su concentracion
maxima, al cultivo da oaluiss as h-ce pecar a través del
laceo mun caudal de apioxlmadamente 20 litros/minuto, con
lo que la mayoria de lac oélulaa con inmovilizadas en el
Isobo de soporte. EI medio de oultlvo, y cualquier célula
no atrapada e este modo, con boabeacos de nuevo al reci-
piente de cultivo y clrouladao de nuovo a travéo doi filtro,
hasta el momento un quo as encuentra que menos dol 10% do
lae oélulaa, preferiblemante menos del 5%. eutd atravesando
el sistema. Esto puedo determinarse indirectamente por ru-
ouentos celulares a Intervaloe repartidou on toda la etapu
dr reoiruulaoléon, con mueatras tomadau dol liquido de fil-

traoldéa en cuanto aale del filtro. EI liquido de filtra-

cion eo bombeado duopuéa 1 deoagie, dejando, no obotante,
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lea célula cubiertao )or ai modio retenido on c- filtro,
but* que ee comienza la atapa de deoarrollo dal virua.

Con el fin da qu- al virua ea deuarrolle, uo
introduce, y oe hace pacer a travea del aloteau* <o culti-
vo da calulae, un nuevo medio, uaumlmente con vna compoai-
oida diferente. Deapuéa pueda intruuucirao un virua do
elenbra ap!*opludo, al que lea célulaa coa euuceptibloe, pu-
ra infeotar el cultivo. Una vez que lae oelulaa ae rompen
por la pociaclén de virua multiplicada, oa decir que ha te-
nido lugar el efecto citopatloo, queda en libertad un gran
namero de virua, y aon urraatradoa por el medio.

El modlo quo oontiene lau p~rtioulaa de virua
amparadla de eete modo de loe deeechoa celularea puede eer
almacenado a continuaoion, o preferiblemente aer aomotldo
a filtracién, extrayenuo del medio otvtlquier contaminacion
bacteriana. El antigeno viral puode eer douactivado dea—
puée con un agente deaaotivedar adoouudo, tal cono foraal-
dehldo, o, eapooieimente, aoetiletilen.rna, y aor inoorpon”-
do en una vacuna, que preferiblemente comprende un coadyu-
vante tal como bidréxido do aluminio, co”oinado vontajoua-
mente oon oaponina.

Por tanto, la invencidon proporciona, en otro
eepecto, un procedimiento para preparar y aantenor un ala-
terna de cultivo de célulaa, tal como a ha definido ante-

riormente, quo cotnpiunau Inu oporaeiunoc de
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(a) preparar un leoho Je auparte a partir de
una auBiennon Ja material poroao a an particulas,

(b) aplicar una aueprnuién liquida da odlulau
aucariodticaa al lacho,

(c) permitir qua so establezcan por el miurnas
laa calulaa retenidaa an al lecho,

(d) hacer oircul.~r medio nutriante a través Jal
lacao, oon lo quo aa aum”niatran au'.tancine nutriontaa a
laa calulaa, y loa productos metabdliooa y Ja degradacién
OOn Oxtraidoo an al liquido qua sale del locho.

Hn particular, al procedimiento comprende tam-
bién lao oporaolOf,u™ adicionales da

(a) infectar laa calulaa con un microorganiamo
al qua aon auocaptlbloa laa células,

(f) cultivar ol mlcroorganiamo an un medio nu-

triente ,

(g) aoparar el microorganiumo de loa deaechou
da laa calulaa, y

(h) ai ea necoeario, eliminar la contaminacion
bacteriana por filtracién.

K1 procodImlttito oe eapoclalmente adocuado para
deearrollar viruu en Unajue da cdalulaa, y por lo tanto pua
da uaarae ventajosamente para proporciOMtr vacuna** virales,
trae una desactivacion apropiada oi ea necesario.

Kn ot,™ aep”™-uto particular, la preonnto invun-
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clon propcrcloaa una vacuna, que aa preparada per un catodo
gue ooopreea* la* operaclonee antea definida#* Eu vantajv-
*0 que ai virua uzado on loa aletemaa de cultivo, en loe
catodo*, y en la* vacuna*, aea un virua de PHD.

Loa oatodoa y aiate-ae recomendadou aetfun la
invencion evitan la etapa de aedlmentacién, que o* l.rga,
en la que lee célula# aon mantenida# frocuantamenta, en laa
tdcnioaa convunoicnalee, en un cedié ambionte desfavorable
durante perfodoo prolongado*, Abora, la ellainucion do to—
dio celular uuado pued* aer rapida y mao o ceno* completa,
Adeade, el cambio de cultivo de calulao al tedio de duaarrc*-
110 de virue puede uer facil y rapido, y puede evitar la
contaminacion crutada de loa doa cadioa, que ocurre frecuen-
temente con el eiateaa convencional* laa calulao pueden
lavara# convenlentement* entre unaa etapa* y ctrao, ai o*
nuceaario* Como laa ocluia* y lea deaccbou oelularcc que-
dan retenidoa en el lecho de eoporte, la filtracidon previa,
gque ee esencial para conaagulr altaa Vulocldadco de paco
an la atapa final da filtracion ectorillrante de lau bacte-
ria#, aa incorporada ventajoaamente en la etapa do creclmien
to del virua, con un ahorro potenolal de varia* hora*,

Eu importante que la* uuutnnciau nutriente* d™~—
eoadau uean afiadida* oioapru qu* *e pruclue ol medio an re—
oirculaoién, y qu* el medio puida oomoteree e un burbujoo

con aire al caudal marico nvceuario, uin riendo do dotorioro
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fieloo para lee o6lulae. Ade<-4e, el método puede p-oneree
en practica en un alaterna certedo, que pueda eaterilizarao,
por ejemplo, por Inyeccién de vapor de agua, y por Jo tanto
no hay ningun peligro de enfermedad derivado de leo got!o
y ealploedurae que tienen lugar oor. .ue téonloaa convenclo-
nalee*

Le Invencidn oe deocriblra ahora mée particular-
mente con referencia a la Figura, que muvatrm ecquematica-
aente la intorooneaién Je un filtro de preoién que contiene
un leoho de eoporte oon un recipiente de oultivo y el equi-
po aeooiado.

En la Figura ae eueetra un roelpiente convencio-
nal (A) de cultivo, oqulpado oon ua alaterna de electrodo
(B) vy medloa para bombear materiales doede el recipiente,

a travée de una toaba (C), a un filtro pronaa (D) que auje-
ta a un lecho de aoporte (E). Cartuchoa filtranteu (F) y
filtroe de membrana (C) airven para filtrar la couoeha do
virue antea de paearla al depédsito (H) de desactivacion,
Eiemplo i

Preparaolon Je loa lechos filtrantee Je tlorra de diatomeae,

Leu lechoe filtrantoe utadoe en la practica de
la preeente inveno™™n eran de tree oiante!

(a) ee prepardé un Gnico lacho bomboando una aue-

ponaion acuoea de )O00 g de Dicallte 4?00 de

.emano de retencién de porticulae de 1,2 ml-



eras, * través del orifiolo central da las pla-
cas horizontales Ja un filtro prensa Caialo

y bajando a través da cada piaos individual, de-
jando aai una capa de Dicalite sobre cada placa.
El aleteas de filtracion fue esterilizado dsepuéu
por inyeccion de vapor de agua.

Inaedlateaente antoa de la filtracién de la coso-
cha de virus, se afiadi6 a ésta una cantidad de
1500 g de Superaid esterilizada de tamafio de re-
tencion de particulas reconooido de 0,2 mieras,
como alimentacidon da consistencia.

(b) Se prepar6 un lecho alelado como en (a) bombeando
4CO0 g de Dioalito a travue del filtro prensa. Ai
lecho de soporte so afiadieron directamente 500 g
da Superaid esterilizado, inmediatamente antes
de la filtracién esterilizante.

(o) Se prepar6é un lecho multiple bambeando lae si—
guion toe tierras de dlatomoaa a travée del fil-
tro pronaa, en el orden dado! 1000 g de Hyflo
Superoel de tamafio de retencion do particula re-
conocido de 0,5 mieras; 1000 g de Superaid, 2000 g
de Hyflo Supercel y iCOO g do Dioallte 4?00,
obviando este sistema la necesidad do afiadir pos
teriores cantidades de tierras de dlatomoaa al

final de ia etapa de c .ttiv. del viruo.
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El filtro prefia* Calmic fua eaterili3tado por

Inyeccidon de vapor de agua a 1,37 X 10 nowton/

metro** y mantenido bajo una prealén pcnltiva

de aire eatéril baata que fuo precieo. Durante
au uao, la temperatura del filtro fue contr<”-
lada haciendo circular agua a travée de la cod-
ea d*r filtro”

Ejemplo 2

Produccién de virun de MD a partir do calulan en auopensién

BH”2! *antenidae en el leoho de soporte.

Un cultivo de 6$0 litroe de un medio quo cont”-
nia aproximadamente 7 x 10N oélulaa de rifién de oria de
hameter olonitej*/*] (DHX2l) fue iniciado en un reolpionte
cerrado de oultlvo de 700 litroe, que ootaba equipado adecUa
demente para controlar el pd, para la adicolén de diveraae
euetanciae nutrienteu durante loo pericdos de cultivo de laa
oelulae y de crecimiento del virue, y con un electrodo de
oxigeno pura ~rmitlr determinar la tend6n de oxigeno dieuol
to (pON).

El medio do cultivo uaado ora Medio do Eagleo mo-
dificado (Viroiogy, Jj6, M7 (t962)) al quo ue hab ~ afadido
10% en vol./vol. de ouoro bovino# La temperatura del culti-
vo do cOlulau ao mantuvo a 35°C y ae fij6 en oote valor 4
0,2%$*C, y la vulociJaJ do agituoldn, por modio do una paleta

de movimiento do vaivén, ae ajuutd a 36 enrrorao por mintio.
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Se mantuvo un flujo de aire a ua caudal Jo 5 I/min a travéo
de la parte superior del medio, y el pH se ajustéo a 7#4 y
se mantuvo automéaticaBente en ese valor en ¢, 0,0J unidades
de pH, por aedio Je un flujo de diéxido do carbono guueouo
de 10 I/ain, burbuje”™.doo a travéu del medio, o por adicién
de disolucién 4 molar de hidréxldo de sodio. Se hizo bur-
bujear automaticamente un flujo adicional de 1$ 1 /min a
travée del medio de cultivo cuando loo valorea leidoo en el
eleotrodo de oxigeno indicaron que ello era necesario.

La concentracion maxima de Isa células, aproxi-
madamente 2,5 x 10" oélulao/ml, fue aloanzada al oabo do 50
borae, y el cultivo de oélulaa fue hecho oirculsr doupuas
a 20 I/min tres veoea a través del filtro de lechos multiples
preparado en ol Ejemplo I(c). Las determinaciones de reouon
tu oelulsr, en muestras tonudas del modio nada més salir del
filtro a intervalos de 15 minutos, indicaron que en esta
etapa el 96% de laa oélulao a la ooncontraeién méaxima habian
sido Inmovilizadas sobre al leoho do soporte. EI medio ago-
tado, austanolalmente exento de oelulaa, fue bombeado después
al desaglie que salia del leoho de soporto cubierto por ol
medio, sin embargo, basta la etapa da cultivo del virus,

Al reoipienta <o cultivo ue ailudioron 650 litros
de medio de cultivo de vlruo, Que emprendia Medio do Rudles
modificado que contenia 1% en vol./vol. do suoro bovino, y

se aumentd la temperatura a 35°0. EI medio (e cultivo de

-\
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oelulaa retenido en el filtro fue ¢acochado on al deaaguo,
y aa comenzd la circulacién dal medio Je virua a través dol
filtro. EI medio del recipiente Je oultivo fue inoculado
después con 2000 ni de suspensién ¢a una capa de viruu Jo
FWD denominada Pando Tipo A, que habia aido adaptada para
deaarrollarae on oélulaa BHK21. EI medio inoculado ue re-
circuld a través del filtro duranto aproximadamente 48 heb-
rea a un caudal de 20 I/min, oon lo que el numero de cambios
de medioa en el filtro fue de aproximadamente 23/hora, y on
el volumen de cultivo total de aproximadamente 2/hora. La
velocidad oon la que el medio fluia realmente a travda del
leoho de aoporte era de aproximadamente 1,8 cm/min. EI pH
del medio fue controlado en un valor de 7,4 por inyeccién
automatica de aire y diéxido de carbono gaeeooou a travia
del medio.

- El virua fue propagado en laa células Inmovili-
zadae en el leoho de aoporte haata una oonoentraoléon Jo 10 '
unidades forzadoras de placao (pfu)/ml de fluido do cultivo,
tomandoos muootrao para enoayo de plaocaa del recipionto de
cultivo, a Intervaloa regularse durante el dia. concen-
tracién de fijacion afectiva maxima fue do 1/12.

El final del periodo de cultivo da virua fue
determinado controlando el PO2 en el medio de cultivo, y el

cultivo fuo reooleotado ¢.<«ndo el valor de pC™ habla enmon-

tado hasta un valor igual a laa condioioneo do oaturacidn
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del aire. EIl medio de filtro oe devolvio despuéo el reci-
piente de cultivo por tedio de oiré a preolén* y el filtro
fue nielado del sistema, Le coaecha de virua existsnto en
el medio fue bombeada a través de un oiatoma de filtracién
en doe etapaa, de grado esterilizante de bacterias, que ha-
bia eido esterilizado previamente por inyeccion ae vapoi ce
agua#

En la primera etapa, el medto de cultivo de vli-
rue fue ajuotado a un pl! de 7,6 con tampdén de glicina 2 mo-
lar, y deopuss fue filtrado a temperatura ambiente y a un
caudal de 6,8 I/mia a través de doa cartuchoe filtrantoo
Bale ton de profundidad (47,3 cia X ! ca) de fibras de vidrio
aglutinadas* Loa cartuchos filtrantes, quo tenian un tamafiu
de retencién de particulas reoonocido de 0,3% mieras, fueron
diepueetoo en paralelo para u-r un area de f**l.raclén de
1$00 cm2. En la segunda etapa, el medio que salia de loo
cartuchos filtrantes era bombeado a la misma velooidad, a
una presion do 4,8 —6,2 x 10 N/m , a través de filtros
de membrana Uchleloher y Sohtill, tipo 20 (20 om 1 20 cm),
que tenian un tamafo reconocido de retencion de particulas
de 0,22 mieras. Esto dlé un &rea efectiva de filtracidn
de 6300 0n12, 0 aproximadamente 100 mi de liquido de flltra-
Olén/cm* Ce ¢roa de filtracion.

El antigeno viral asi obtenido fue Inactivado

en el recipiente de inactivacion previnmunte esterilizado,



por tratamiento ooa acotlletilenimina (AEIl), y ae formuld

de virus inactivado, 25% en volumen da hidroxido de alumi-
nio da 2% en peao/vol y 5 nmg de eaponina, por docia de va-

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

BHW?1 mantenidas en el leoho do vonorte.
Segun el procedimiento dex Ejemplo 2, la oapu
SAT.2 Se:. 1/i9 de HtO fua cultivada, filtrada, Inmotivada

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

culado a partir del valor de laa oonoentraoioneo del anticuar
po en oirculaoion prefiante en el ganado 21 dias doupuéo de
la vacunad 6n.
Ejemplo 4

Se examiné el desarrollo de virue por loa méto-
doa deaoritou, uuando tanto tucnioua de leoho aencillo como
de lecho multiple, usando una variedad de capae de FMD.
En la tabla aiguiente ee muestran ejemplos da la capacidad
eapecifioa de infeccion y aa loa valorea de fijaoion maxima

afect.iva olLtanidoa oon lae diatintea oepaa empleadao!



Capacidad de Pija. .

Eacala iecbo de infeccién (lo~.Q eltc”h
litrom dlatontte Cepa de vlrua pfa/ml)
30 Senolllo SAT.1-Bho 3/66 6,7 V-
M 0-Br's 18:0 6.8 v
- 6.4 Vi
&$c A Pando 6,3
# " 6,8
a A "
Multiple 7.5 V'
7.3 M
W " SAT.I-Rho 3/66 6,4 y
6
7.0 '/n
W " Sat.2SWX. 1/69 7.1 ‘A
M " "
6.1 7.8
W * :
1iIAT.3-BEC 1/65 7,2
7s
r * 6,8
v.A

Produooién do virus do MbD a .~-tir de un lina 1a ce cUlulaa
de rifién do oardo IBRS 2 mantenidae on ul lacho de uono-tti.
Ha repitio el procedimiento de loe Ejmaploa ? vy
3 uuando en cambio oélulau IDRS 2 para eoportar una cepa
adaptada adecuadamente de viruu du PHD. Sa obtuvo una vacu-
na que tenia un valor de potencia uatiefaetorio, como aa de-

termind por enaayo inoculando (janad-t con viruda vivo 2l ula.
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deopudo do v*cu-~clon.
Ejemplo 6
Leaarrollo da od6lulae PHK2i en si interior del leobo de <-
porto en vi filtre.

En un reolpionto de ouitivo d 700 litros uv
trodujoron 500 ti.roe do aodlo do cultivo do oélulaa g
oomprondia oodio d." E~glea modificado que contenia on
vol*/vo!l. do uuoro bovino, el medio fud llevado a 33*C, y
doapuéa fuo inooulado con un gormen Jo oéluloo, pura dt
ono ocnoontraolén inioial do aproalmadamonto 7 x 10 oaiu-
loo/ml do oéluloo ™0 monooapa do rifibn do oria de hamut.T
cloniaadao IBHK2l). EI cultivo inooulado, juntaocnto oon
200 g do Dloalito 4200 do tamaBo do rotonoién do partioula"
reoonooido do 1,2 miorae,fuo boabeodo inmediatamente a tra-
véo do un lecho filtrante esterilizado, proparado eegun el
Ejemplo I(0o), a un caudal de 20 I/aln, do modo que préaotlo*.
monto todna lao oUlulan I*ucron depoaitadma on el leoho dn
oeporto, olondo intardiaperoadao ovn lao oapao do 1™ t™rra
de diatoaeae. EI nodio de oultivo da oélulee ao hizo reuir-
oular continuamente durante 48 horae, y lao cOlulaa fuorun
oultivadao dontro dei leoho no anporto, y durante acto tiem-
po lo oantldad de glucosa deaaalailada fuo do 2 g/I* Ei
medio fuo bombeado doapuéa al deaagiio, y oo ofiad'eron medio
do ifirue rooionto y gormen de inooulaoion do la depa

:8t.0 dol /irua do HiO, eegln el procedimiento dol Ejemplo 1.



Ml virus pronucido fue filtrado, Inactivado vy

formulada como un componente Uo una vacuna trivalente,

guo contenia el equivalente do - mi de cada uno de loa
antigeros do virus inactivados, en volumen de hidro-
5 xldo de aluminio al 2% en peso/vol., y 3 mg do eaponiaa

- por donia puna gana,)o. La vucana trivalente fue sometida
a ensayo en panudo por inoculacion con virus vivo Xl dias

despua* de la vacunacidon, y it potencia del coanouente

de O-BPS 1860, producido y doact!*o en este Ejemplo, era

10 de 15,3 DP~p/dosia.

Eota solicitud, uue corresponde a la presentada
en Gran Dretnfia, el 26 de Abril de 1.'72, bajo el numero

193~7/ 72, *6 acoge a loa beneficios del Articulo 51 dol

vigente Estatuto sobre Propiedad Induetrlol*

13
<KI VI X"l cACI O®=*MHS
20
Los puntos de invencion propia y nueva que se pro
*
23 sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente

iy-6-73 -23-
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do Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que so
recogen en las reivindicaciones siguientes

la.- Un procedimiento mojorado para preparar
una vacunt por medio de un sistemo de cultivo do célu-
las eucaridticas vivas, que comprendo las operaciones de
(a) preparar un lecho de soporte o partir de una suspen-
sién do moteriol poroso o en particulas, (b) aplicar uno
suspensién liguida de células eucaridticas al lecho, (c)
permitir quo las célula* rotcnidos en el lecho se esta-
blezcan por si mismos,(d) hacer circular medio nutrien-
te a través del lecho, con lo cual los nutrientos so su-
ministran a las células y so seporan los productos mota-
bélleos y de dogradocion en ol liquido quo abandona el
locho, (e) infectar las células con un microorganismo
al cual son susceptibles las células, (f) cultivar el
microorganismo en un medio nutriente, (g) separar el
microorganismo do los residuos do las células, (h) si
es necesario, eliminar la contaminacidon bacteriana por
filtracion, y (i) formular los microorganismos en una Vvo
cuna de un modo conocido.

2a.- Un procedimiento sogun la reivindica-
cion la, en el cual el microorganismo os un virus.

36*- Un procedimiento segun lo reivindica-
cién 26, en el euol el virus ca una cepo del virus de

la glosopeda.
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4a.- Un procedimiento segun una cualquiera
de las reivindicaciones 2" &6 3*t *1 cual el virus so
Inactiva con un agente inactivamente como formaldchido
O acctiletilcnimina.

5* - Un procedimiento sogun una cualquiera
de las reivindicaciones prcccd* tes, on el cual la vacu
na incorpora un coadyuvante.

6a.- Un procedimiento segun la reivindica-
cion 5a, en el cual el coadyuvonto es hidroxido do alu-
minio combinado con i:uponina

7* .— Un procedimiento mejorado paro prepa-
rar una vacuna por medio do un sistema do cultivo do cé
lulas cucaridticas viva*.

Tal y como se ha doscrito on la Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompafion
y para los fines que se han especificado.

Esto Memoria consta do veintisiete hojas ¢V

critas a naquina por una solo cara.

. Madrid,

P.A.

femando de Etzcbfrr
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