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La invencidén se relaciona con un procedimiento
para la obtencién de las vacunas de virus con auxilio de’
cultivos de células permanentes.

In los procedimientos conocidos para la obten-
cidén de vacunas de virus se trabaja con cultivos de cé-
lules estacionarias (procedimiento de monocapa, con cé-
Julas BIK de culbtivos en suspensién). Las células repro-
ducidas en el medio nutriente son separadas por métodos
fisicos, por ejemplo, por sedimentacién, centrifugacidn
y/o filtracidn del medio nutriente, se suspenden en ua
nuevo medio, infectado con el virus y se separa luego de
su crecimiento. 7

Estos procedimientos tienen la desventaja. cue
la aseparacidn de las cdlulas del mediv nutrierite es lar«
g8 y costosa. Para'ilevar a cabo los requisitos desecrip-
t0g deben instalars§ laboratorios espsciales. Las célu-

las pueden durante la obtencidn ser perjudicadas por mé-

_todos fisicos, En los procedimientos no pueden llevarse

en forma cuantitativa, sino que estdn mucho mds conetita-
dns con pérdidas de eélulas, Adenmds, los cultivos de cé-
lulas pueden ser impurificados por otrog microorganismos,
Betos se reproducen asimismo en el cultlvo y aparecen en
el producto final, es decir en la vacuna.

Se ha encontrado ahora un procedimiento para
la bbtencién de una vacuna de virus que se caracteriza,
por el hecho que las células se reproducen en un medio
nutriente, que contiene 2 a 10%, preferentemente 2-3% de
suero, se diluye ol medio luego de la reproduccidén con
medio nutriente libre de suero, se infecfa con.el virug,

se lleva a reproduccidn el virus en forma conocida y se
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elaborzs la vacuna.

El procedimiento es también coracterizado, por-
que la reproduccién de las células y la dilucidn de la
suspeﬁsién de células es llevada a cabo roeoiteradamente y
que la sintesis de virus en la suspensidn de célules se
lleva a cabo, sin necesidad que las células sean previa-
mente separadas del medio de suspensidn.

~ Segin la invencidn pueden ser cullivadas todas
lag cédlulas permenentes, en la medida que los cultivos
de suspensidn puedan ser reproducidos. Una significancia
econduica tiene hasta ahora solamente las células BIR (Ba
by Hemster Kidney~célula), las cuales fueron obtenides a
partir de MacPherson y Stoker (Virology 14, 359-370, 1961)
as? como la cédlule IBRS-2, que fue demeripta por Ribeiro
u.a, en Archivos de instituto Bioldgico 38, 279-281, 1971,
y que constituye une permsnente célula de riilén porcino.

La invencidn no estd limitada sin embargo a estos sipha-

En la suspensidn de células obtenidas segin la

invencidén pueden reproducirse'todos los tipos de virus

cielmente apropisdo es el virus MEKS (Maul y Klauenseuche-
Virus), loe Reoviren Tipo I, IIy III, el virus Adeno de
porcinos y los Enterovirus de porcinos asf como virus de
Herpes. La invencién no estd sin embargo limitada a estos
virus.

Como medié nutriente pueden proporcionarse los
medios comeroimles tales cowo los medios de Bngle, TON
199 asf como de Hanks o de Earle., A estos medios pueden

proporcionarse =i se desea sustancias conocidas y comer-
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. antibidtico y estd contenido en el medio empleadc en vna

2.107, preferentemente 2-3%. Como suero se emplea un és-
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ciales, por ejemplo fosfato de triptosa, hidrolisato de
lactalbduina, casefnpeptona, glucosa, galactosa, lacto-
sa asl como extracto de levadura.

Couo medios nutrientes apropiados pueden men-

cionarse las siguientes soluciones:

iiedio Eagle's 59 89,04 en peso
Fosfato de triptosa solucién al 2,9%: 5,0% en peso
Bicarbonato de sodio ' 5,0 % 2,5% en peso
Glucosa 20,0 4 2,04 en peso
Extracto de levadura 5,0 % 1,0% en peso
Neomicina 0,5% en peso

£l medio de Eagle es una mezcle de aminodcidos
y vitaminas en solucién salinn de Earle. Su composicidn
fus divulgada por Eagle en Ciencia 130, 432, 19%9. El'
fosfato de triptoséxpuede obtenerse en el comercio (Oxo-
id o Difco) y se constituye de peptén triptosa, foefato

de disodio, glucose y sal de cocina. La neomicina eg un

concentracidn de 1000/ml,
71 procedimiento de la invencién estd especial-

mente caracterizado, porque sl contenido de suero e& de

ter dicdustico bovino - o‘suero de tgrneros, pero pueden
smplearse los miswmos resultados con otros sueros. En la
prdctica se emplearon hasta el momento aditivos de sue-
ro de 10% y mds. Bs un objetivo de la presente invencidn,
gisminuir significetivamente esta cantidad. De todos mo-
doe el apgregedo de suero gegin la invencidn puede ser de
menos del 10%. :

Pn la Table siguiente se presentan comparati-
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vamente las cantidades de c¢élulas de diez ensayos. La
concentracién de partide era de 0,2-0,3 Mio BHK célula
por mililitro, que fueron llevados & suspensidén por em-
pleo ée 2,5% y 10,0% de suero de ternero durante 48 ho-
ras. Las centidades de células se determinaron por colo-

racidn vital con azuledo en la cdmara conteo.

Fmsayo | L L
Ne 2,5% suero de terneros |10% suero de terneros
1 1,8 Mio. 1,7 Mio.
2 1,6 Mio. 1,5 Mio.
3 1,55 Mio. 1,85 Mio.
4 2,5 Mio. 1,7 Mio.
5 3,0 Nio. 2,0 MWio,
6 1,65 Mio, 1,8 Mio.
7 1,08 Mio. 0,98 Mio.
8 2,05 Mio. 1,5 Nio.
9 2,1 Mo, 1,6 Mio.
10 1,6 Mio. ' 1,6 Mio.
Promedioc.0recimiento 1,898 Mio.' , ) ,__

De los diez ensayos oon suero de ternsro de

2,54 ce obtuvo un crecimisnto medio, que se encontraba

con 1,9 kio células en alrededor de la mited o mds, que.
cuando se empleaba el procedimiento segun la téenica con
104 de suero de terneros. '

Para la reproduccidn de virus la suspensidn de
células se diluye coun medio nutriente libre de suero. Pa-
re la infecoidn posferior ge recomienia una relacidn de
odlule-virus de 10:1 & 500:1,

Iuego dol procedimiento de suspensidn mencio-
nado segdn el estado de la téonice se obtlene los titulos
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de virus de 105’O a 10,7’65 por mililitro. Los titulos '
de virus obtenidos segun la invencidn se encuentran en-
tre 106’75 ¥y 108’5, por lo tanto alrededor de diez veces
mayor aque con los procedimientos comunes.
Ejemplo 1

100 ml del cultivo de célula BHK obtenido en
forma conocida en el medio nutriente descripto en pdgi-
na 2 con un agregado de 2,5% de suero de bovino, que tie-
ae un contenido de cdlulas de 2,5 Mio por mililitro, se
diluye en cuatro etapzs en una relacidn 1:8 con igual me-
dio nutriente y se lleva a reproduccién durante 48 hovas
a 372C.

7al como lo muestre el esquema siguiente, pue-
gen en 4 x 48 horas los 100 ml llevarse a 400 litros de
uha suspensién de célule con 2,5 Mio oélulas/ml.
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100 ml

Btapa I

Etapa II

EBtapa III

Ttapa IV

Heolp nom. 7

ESQUEMA

Diluir 1:8

800 ml
) LIuego de 48

hrs. a 372C
800 wl

Diluir 1:8
6,4 1

Iuego de 48

hrs. a 379C
6,4 1

Diluir 1:8
51,2 1

Tuego de 48

“hrs, a 374¢C
51,2 1

Diluir 1:8
400 1

Luego de 48

hrs. a 379C
400 1

Diluir 1:2,5
000 1

Infeccidn con virus

2,5 lio

300.000

2,5 Mio

300.000

2,5 Mio

300.000

2,5 Hio

300,000

2,5 lio

03096

cdlula/ml

célula/ml

célula/uml

célula/nl

célvie/ml

e¢élula/ml

eélule/ml

edlula/ml

céluls/ml

1 Mio cédluls/ml
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Para infeccidn con virus se diluyen los 400 li-
tros obtenidos en relacién 1:2,5 cou el mismo medio nu-
triente, esta vez sin agregado de suero, asi a 1.000 li-
$ros con un contenido de célulés de 1 Mio por mililitro.
Ia dailucidn se infecta con virus MKS uno del tipo A5 Han~
nover, ¢ T™1ls 6 0,1 Lausaune eu relacién célula-virus
100:1, agregéndose la suspensién que contiene el virus
bajo condiciones estériles e la suspensién de célulaes.

40 horas despuds de le infeccidn se enfria todo a 49C,

se centrifuga para el alejamiento del escombro de célu-
las, se mezcla para purificacidn con 2% de cloroformo ¥
56 gepara una fase inferlor del cloroformo con sedimento
de protefna y se recheza. Finalmeunte el producto se ad-
aorbe con hiardxido de aluminio y se inactiva por etile~
nimina a 49C. Egte prcducto congtituye la vacuna MKS.

Es bien gsimilable, activo frente a enfernzda~
des de fiebre aftose y estd estable durante 24 meseg &
4-82C. | '

Tn lus Tablas que siguen se demcriben los 4L~
tulos de inflexidn de 6, respectivamente 7 ensgyos con

vocunas de log tipos de virus mencionados.
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Ejemplo 2
450 ml de une suspensidén de IBRS-2-células con

670.000 ¢élulas/ml se diluyen segun el Ejemplo 1 con el
medio nutriente 2llf mencionado a 1,5 1t (200.000 célu~
las/ml) y se mantienen a 372C. Iuego de 72 horas la can-
tidad de células es de 670,000 por mililitro. La suspen-
sidn de cé;ulas formada se diluye con 1:3,35 con el mismo
medio nutriente & 5 1t y las células (200.000/ml) se lle-
van a 37°C para reproducoién. Luego de 72 horas se conta-
ron 680.000 células/ml. La cantidad de células obtenida
ge lleva a 1:2 a 10 1t con el mismo medio nutriente pero
epte vez libre de suero, y se infecta con virus MKSVTIPO
C. Imego de 21 horas se lleva la suspensién d 42C y se mij
de el titulo de iufeccidén. Constituye 107’6 KIDsO/ml. !
vacuna MKS se obtiene tal como se describe eu el Ejemplo
1.

Ejeuplo 3

Segun el Ejemplo 2 se obtiene en dos etapas &

dilucidn de 1l:4 y un tiempo de reproduccidun de 72 horas
a 372C un volumen de 8 1t de una suspenusidn de eédlulas
con una cantidad de cdlules de 650.000/ml. La suspensidn
de células se diluye a 1:2, con un medio nutriente libre
de cuerom se infecte con un virus Adeno de cerdo y se in-
cuba a 3720 durante 72 horas. Se diluye luego nuevamente
a 1:2 con medio nutriente libre de suero y se mantiene
durante 48 horas & 379C. En total 120 horas despuéds de la

infeccidn, ce onfrfa a 49C y pe ectima el itftulo de infect

cidn. .
Comprende 105’5 KIDSO/ml. De la suspensidn de
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virug obtenida =e consigue unz vacuna contra el virus A-
deno de cerdo.

Ejemplo A
Segin el Ejemplo 1 se obtiene 6 1t de la suspen-

sidn de células BHK. Las células, cuya cantidad comorende
2,1 lMio célula/ml se dlluye a 1:3 con medio nutriente li-
bre de suero a 700.000 células/ml, se infecta con Reovi-

rus de Serotipo ITI y se incuba a 379C. 48 Horas despuds

de la infeccidn nuevemente se diluye con el medio 1:2 men-
cionado. 96 Horas despuds de la infeccidn se enfrla la
suspensién de células que contlene el virus a 49C y re mi-
de el titulo dé infeccién. Corresponde a 107’7 KID56
wililitro. La suspenaidbn de células obtenida eirve para

pOT

12 obtencidn de una vacune frente al Reovirus Serotino

IIL.
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~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidén en Espefis, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones gsiguientes:

;9.— Procedimiento paré la obtencidn de vacunas
de virus en cultivos de células por reproduccién de célu-
las en un medioc nutriente e.infeccidn de las células con
un virus, caracterizado por el hecho, que las células se
reproducen en el medio nutriente, que contiene 2 a 10%,
preferentemente 2 a 3% de suero, y este se diluye con'ﬁés
medio nutriente en el transcurso de la reproduccéiédn de
las células, llevdndose m cabo la dltima dilucién antes
de le infsccidn do ‘las odlulas sin su seperasidn con un
medio nutriente libre de suero.

28,- Procedimiento paxa la obtenciﬁn de vacunag

Tal y como se hs descrito eﬁ la Memoria que ﬁn-
tecede y con los fines que se han especificado, 7

Esta Meuoria consta de catorce hojas escrites a
ndauina por una sola éara.

Madrid, 068511875
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