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" rus un aspecto similar al de un erizo., Posee dos tipos dif -

‘g8, sblamente los dos antigenos’superficialesa Estos anti-|

" 4e bien adecuado y conocido para este aislamiento selecti-

Hejn nim. l

La invencidén se refiere a un procedimienté'pg
ra la eliminacidn de detergentes a partir de suSpensiones
de antigenos de virus que contienen detergentes. - _

_ ’ El virus de influenza o gripe es de forma es-
férice, Su superficle estd guarnecida con prolpngacionés

en forma de pdas, las llamadas “plas", que confieren al vi

ferentes de pias, la hemoaglutinina y la neuraminidasa.

Ambos tipos de plas son glucbproteinas. Ello
s0los son fesponsables de lag propiedades inmunizsdoras de
una vacuna contra la gripe. Todas las demds protéinas de
virug carecen de importancia para la inmunizacidn, e ineluf
so mediante aumento del contenido de proteinas de una vacy|-
na pueden influir negativamente sobre su compatibilidad.

Por ello es deseable una vacuna contra la gripe que conten|

genos superficiaies pueden separerse selectivamente respec|
to del virus por medio de un cierto nimero de sustancias _
tensioactivas, llamadas detergentes, sin que el cuerpo re
sidusl restante del virus sea destruido. Estos cuerpos reg|
siduales de virus, por lo demds intacios, pueden separarse
mediante wltracentrifugacidn respecto de las pias remanen-

tes en la porcién sobrenadante. - Un detergente espécialmeg

vo de pdas es Triton-N-101 (nonilfenoxipolietoxietanol).
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La suspensidén de piss, obtenida mediante tra-
tamiento con Tritén—N-iOl, exenta de cuerpos residuales de
virus, contiene también el Triton-N-10l. 8i las pias obte
nidas de esta manera han de ser empleadas para la prepara-
c¢ién de una vacuna, es necesario eliminar el Triton-N-101
por razones de compatibilidad y estabilided.

Han gido descritos ya procedimientos para la
eliminacidn del detergente Triton-N-10l1 a partir de cargas
de desdoblamiento de virus, los cuales son no obstante in-
cémodos, tienen muchas pérdidas o son insuficientes. Asi,
se propuso una separacidn de fases después de alcanzer el
punto de enturbiamiento mediante el aumento de la concen-
tracidn de sal. No obstante, dado que la separacién no es
completa, debe agregarse una etapa adicional, por ejemplo
la adsorcidn a hidrdéxido de aluminio, la cual no obstante
es eficaz de nuevo solamente si el Triton-N-l0l estd pre-
sente en una concentracién minima. Despuds de la adsor-
cidén a hidrdxido de aluminio, los antigenos no pueden ser
elufdos a continuacidn sin grendes pérdidas de éste. Asi
mismo fue descrita ya una precipitacidn con alecohol. En
tal cago, existe no obstante el peligro de que los antige
nes sean desnaturalizados. También ha sido mencionada ya
la wltrafiltracidn. Sin embargo, este método puede utili
zarse con éxito golamente en el caso de concentraciones

de Triton por debajo de la concentracidn critica de mice~
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’sente en forma de micelas. Por lo tanto, por medio de Bio
: Beadsila concentracidn de Triton sélo puede eliminarse hasg

- ta una concentracidn de aproximadamente 0,01 %, 1o que no

~eliminacidn de detergentes a partir de suspensiones de an-|-

 que se precipita con 6 - 18 %, preferentemente 12 %, de

lenglicol empleado es mayor de 1.000, preferentemente es

Hojo nim. 3

las, de aproximadamente 0,01. En caso contrario la concen
tracidn debe ser disminuida, por ejemplo mediante dilucidn,
lo que 2 su vez hace nuevamente la ultrafiltracidn 1arga vyl
de muchas pérdidas. La eliminacidn de Triton-N-101 por mg'
dio de adsorcién a glébulos Bio Beads: SM2 (Bio Rad Labora-
tories;, Estados Unidos de América), un copolimero de esti-|
reno y divinilo en forma de perlas, es cara. La prepara-
cidn de los Bio Beads para la adsorcidn es cémplicada v ho

es posible la eliminacidén de Triton-N-10l, que no estd pre

es suficiente.,

Se ha hallado ahora un procedimiento para la

tigenos de virus Que los contienen, que se caracteriza pog'
que los antigenos de virus se precipitan con polietilengli
col a partir de la suSpensidﬁ de antigenos de virus que
contienen aetergentes, Se recupera por sedimentacidn el
precipitado de antigenos de virus eiento de detergente y,
si se desea, se ie recoge en un disolvente.

El procedimiento se caracteriza ademds por-

polietilenglicol, y porque el peso molecular del polieti-
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de 6.000.

El nuevo procedimiento puede utilizarse con
todas las suspensiones de antigenos de virus, que pueden
ser desdobladas con el detergente N 10l., Se incluyen en-
tre éstos los virus de influenza o gripe; los virus de pa
rainfluenza o para-gripe y los rabdovirus, por ejemplo el
virus de la rabia. Como detergente es especialmente ade-
cuado el nonilfenoxipolietoxietanol, que en la bibliogra-
fia la mayor parte de las veces es denominado Triton-N-101
Triton es la designacidn de una serie de sustancias tensio,
activaé, no iondgenas. Se distingue entre una serie X y
una serie N. Los compuestos de la serie N, & la que perte
nece el Triton-N-101, se forman mediante reaccidn de nonil
fenol con dxido de etileno. E1l Triton-N-101 es un nonilfe
noxipolietoxietanol, significendo la silaba "poli" 9 - 10
grupos etoxi. Sin embargo el procedimiento puede realizar
se también con otros detergentes, por ejemplo con Arkopal
N 110 (Hoechst), un detergente no idnico, con Hoe 5 2407
(Hoechst), un detergente anidnico, con Genamin 0-080 (Hoec
un detergente catidnico, y con Hoe S 1982 (Hoechst), un de
tergente anfdtero.

Como disolvente en el sentido de la invencidn
es adecuada ague asi{ como soluciones tampdn acuosas en el
margen de pH en el que el antigeno empleado es en cada ca-

s0 méximamente estable. Por ejemplo, el valor de pH més
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por ejemplo solucidn de sal comén tamponada con fosfato.

| genos precipitados son aislados mediante centrifugacidn y

~ cipitado después de esta etapa de precipitacidn.

Hoju nam. 5 - |

favorable para la resuspensidn de antigeno superficial de

gripe estd en aproximadamente pH 7. Las soluciones tampdn|

pueden contener también sales neutras. Se ha acreditado

En el caso de virus de gripe que fueron desdo
blados con aproximadamente 1% del detergente Triton-N-101,
ge procede convenientemente separando primeramente median
te centrifugacidn los antigenos superficiales separados de
le partfcula residual inactiva. "En %al caso el detergente
permanece juntamente con los antigenos superficiales de v
rus en la suspensidn sobrenadante. Esta es mezclada & con
tinuacidn con polietilenglicol, cOﬁvenientemente con. uno

que tenga un peso molecular mayor de 1.000, preferentemen-
caso una precipitacidn de précticamente 100 %. Ios anti-

la porcién sobrenadante que cOhtiene‘detergente es desecha

da. El1 Triton-N-10l no puede ser ya detectado en el pre-

Si se desea, la precipitacidn de los antige-
nos de virus puede ser repetida en el mismo vaso de centri
fuga al disolverse el sedimento con una solucidn tampén y

preclpltarse nuevemente con polietilenglicol.

No obstente el sedimento puede ser separado -

por lavado también con una solucidn tampdn, que contiene

P

{ te 6.000. Con 12 % de polietiieﬁglicol se consigue en tal|
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por 1o menos 1 % de polietilenglicol. 8&i se disuelve el
sedimento en una solucidn tampén, la solucidn obtenida es-
td exenta de detergente. las trazas restantes de polieti-
lenglicol pueden ser eliminadas de manera conocida, si se
desea, mediante ultrafiltracidn a través de membranas con
adecuada anchura de poros. El Iriton-N-10l puede detectar
se segin el método descrito por Gareval para Triton-X-100.
El método se basa en la formacidn de un precipitado de co-
lor azul mediante la reaccidn de los grupos poli(déxido de
etileno) del Triton con cianato de cobalto. El color azul
del precipitado es extraido por medio de dicloruré de eti-
leno y evaluado por fotometria.

Los antigenos de virus, liberados de detergen
te de acuerdo con la invencidn, pueden ser tratados de ma-

nera conocida para formar vacunas,

Ejemplo 1

El virus de gripe A Victoria se reproduce de
manera conocida durente dos dfas a 352C en huevos de ga-
1line embrionados. ILos liquidos de alantoina que contie-
nen virus son recogidos y mezclados. El virus es purifi-
cado y concentrado mediante centrifugacidn en gradieﬁtes
de azdcar en una ultracentrifuge Blektronucleonics modelo
K2, '

A un litro del concentrado de virus se afia-
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den 10 ml = 1 % de Triton-N-10l. Después de reposar duran

te 3 horas a 49C son sedimentados durante 1 hora 1os'cuer—
pos: de virus exentos de pias a 53.700 g (g = aceleracidn
de la gravedad). Se desecha el sedimento. : _
A la porcidn sobrenadante se le afiaden 120 g ;
= 12 % de polietilenglicol 6.000. DeSpués de incubacidn
dursnte 18 horas & 42C son sedimentadas las pdas precipita
das durante 30 minutos a 10.000 rpm, El sedimento es reco
gido en solucidn de sal comin tamponada con fosfato. Con-

tiene los dos tipos de pias- del virus, la neuraminidasa y

la hemoaglutinina., El Triton ya no puede ser detectado en|

la susPensidn.' Como ensayo, sirve el método de Garevél,
cuyo limite de deteccidn se encuentra en 0,005 % de Triton
-N-101l.  En senxido'inverso, después de 1la precipitaéidn

con polietilenglicol puede volver a hallarse en la porci6h

sobrenadante cuantitativamente el Tritdn-N-101 utilizado.

‘La hemoaglutinina es identificada en el ensa-
yo de difusidn radisl segdn Schild frente a suero anti-he |

| moaglutinina. ©Por medio de electroforesis a través de gel|

e poliacrilamida se encuentran itres bandas;, Estag pueden
asignarse a las dos hémoaglutininas Y a la neuraminideasa
y son tipicas de las glucoproteinas investigadas.-

El antigeno de virus aislado de esta menera
es administrado en una cantidad derl ml sin diluirly en .

las diluciones de 107T y 1072 por via subcuténea en cada
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caso a dos conejos, Despuds de tres semanas se miden lag
concentraciones o titulos de anticuerpos de inhibicidn de
hemoaglutinacidn de los sueros de conejos. Estas ascien—
den a 128, 64, 16, es decir én estas diluciones se llega

todavia a una reaccidn antigeno-anticuerpo.

Ejemplo 2

Tal como estd descrito en el ejemplo 1, el
virus de gripe B de Hongkong es tratado con polietilengli-
col 6.000. Tampoco en el caso de este virus puede ser de-
tectedo después de ello ninguna cantidad adicional de Tri
ton-N-101.

Ejemplo 3

Tal como estd deserito en el ejemplo 1, virus
de sendai, cepa 52, es tratado con polietilenglicol 6.000.
Tampoco en el caso de este virus puede detectarse después
de ello en el medimento ninguna cantidad adicional de Tri-
ton-N-101.

Ejemplo 4

Virus de rabia cepa Pitman-Moore, reproducido
en células diploides humanas cepa WI-38, es tratado tal co
mo estd descrito en el ejemplo 1 con Triton-N-l0l y a con-

tinuacidn con polietilenglicol, En la suspensidn de anti-
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| Ejemplo 5

7 sélo son desprendidas las pias, sino que son desdoblados

| Ejemplo 6

- Hoji. num. 9

genos obtenida no puede detectarse nada de Triton. El an-

tigeno superficial‘es detectado en la electroforésis como

banda tipica.

El virus de gripe A Victoria es desdoblado du

rante la noche por medio de 2 % de Triton. En tal caso no

tembidn los cuerpos de virus. Mediante tratamiento de 1la
suspensidn, que contiene Tritdén, de todos los antigenos: de
virus - tal como en el ejemplo 1 - se obtiene un sedimen-
to, que contiene todos los antigenos de virus, pero estd
exento de Tritén. '

1 litro de un concentrado de virus - obtenido
como en el ejemplo 1 ~ del virus de gripe A Victoria es
tratado con 10 g de Arkopal N 110, Despuds de la precipi~|
tacidn por medio de 12 % de polietilenglicol no puede de-
tectarse en la suspensidn de antigenos nada de Arkopal N
110,

Ejemplo T

'Se utilizan andlogamente los detergentes Hoe
S 2407, Genemin 0-080 y Hoe S 1982. En todos los ensayos,
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despuds de la precipitacidn con polietilenglicol, -no puede
detectarse ninguna cantidad adicional de detergente.

Ejemplo 8

Pal como estd descrito en el ejemplo 1, son
precipitadas las pias del virus de gripe A Victoria
con polietilenglicol 1.550,
con polietilenglicol 4.000,
con polietilenglicol 20.000 y
con polietilenglicol 40,000,
En todos los ensayos el sedimento contiene

los antigenos de virus exentos de defergentes.

:Ejemplo 9

Tal como estd descrito en el ejemplo 4, son
precipitados los antigenos del virus de rabia cepa Plimen-
-Moore, obtenidos por medio de Triton-N-101

con polietilenglicol 1,500,
con polietilenglicol 4.000,
¢on polietilenglicol 20,000 y
con polietilenglicol 40.000.
En todos los ensayos el sedimento contiene

log antigenos de virus exentos de detergentes.
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' presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-

" .| se obtiene el precipitado de antigenos de virus exento de |

A 18, que se caracteriza porque se precipita con 6 - 18 s

[ 18, gque se caracteriza porqueiel peso molecular del polie

Hojs nam. ll

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva que se|

te de Invencién en Espafia, pof VEINTE afios, son 10s gue se
recogen en las reivindicaciones siguientes: ,
A 18,- Procedimiento para la eliminacidn de de-|
tergentes a partir de suspensiones de antigenos de virus ,
que los contienen, que se oafacteriza:porque se precipiten
con polietilenglicol los antigenos de virus a partir de lal

suspensidn de antigenos de virus gue contiene detergentes,

defergéntes mediante sedimentacidén y, si se desez, se le
recoge en un disolvente.

~28,- Procedimiento segin la reivindicacidén
18, que se caracteriza porque como disolvente se emplez
agua o una solucida tampdn acuosa.

38,~ Procedimiento segin la reivindicacién

preferentemente 12%, de polietilenglicol.

48 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn

tilenglicol empleado es mayor de 1.000, preferentemente es
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de 6.000.

58,- PROCEDIMIENTO PARA LA ELIMINACION DE DE-
TERGENTES A PARTIR DE SUSPENSIONES DE ANTIGENOS DE VIRUS
QUE LOS CONTIENEN.
5 Tal y como se ha descrito en la Memoria que an
tecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de doce hojas escritas a

mdquina por una sola cara.
10 Medrid, 4 NOV 1978
P.A,
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