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P A T E N T E  D E I N V E N C I Ó N

a favor de

MERCK & CO., INC. - de nacionalidad norteamericana - domiciliar­

án en 126 East Lincoln Avenue, RAHWAY, New Jersey, (EE.UU.)

por :

"Procedimiento para preparar una vacuna contra las paperas".
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La presante invención 39 relaciona con Tacanas y partico- 

lamenta con un virus Tito atenuado de lac paperas que ae debe in­
yectar en aerea humanos para protegerlos centra las paperaa. La 
presente invención incluye también él deaerrallo de la cepa dal vi­

rus atenuado.

Debido a la naturaleza atenuada dal Tima# produce poca o 
ninguna reacción clínica. Sin embargo, datparta un nivel signiflec­
tivo da anticuerpo a contra el virua en el hombre# y eate anticuer­

po ea esencial para la protección contra la infección con al Tima 

y contra la enfermedad
por lo ganaral ae considera laa paperaa, lo Jaso que el 

aeración, como una da las enfermedad* a man orea <B la niñez. Bato 
es cierto en el ceso de la infacción clínica comün. sin adargo, en 
al caao extraordinario, la eonaecoanda olínioa de la laíeoción por 
virua puede aer aovara y laa secuelas pueden aer tan deavaatadoras 
cama an al caao del sor avión.

En el caao uaual da las paperaa, el episodio febril agu­
da aigue a un período de incubación de 18 a 2l díaa. Laa principar­
les manifestacicnea clínicas son f idore con hinchazón unilateral o 
bilateral de la parótida# viéndose a veces taAién coi proaetidas 

las glándulas aubmaxiiaros y sublinguales.
La vireala scoapsne oomunmente a la infección por el vi­

rus da laa paperas y pueden verae cosprometidos diversos oréanos o 
a!a*e* M  de órganos. Puedan incluir el epidídimo, próstata# ovarios# 

hígada# páncreas# bazo, tiroidea, ríñones# laberinto, ojos, timo, 
miocardio# glándulas mamarias y al sistema nervioso central. Las 
manifestaciones mas destacadas da la enfermedad son eneefalitia, 
encéfalomielitis# nsuritis facial# nervios trigómiao u óptico; 
meningitis aséptica (0,5 a 10 % de los caeos); eselerotitis; pan- 
creatjLttig que a veces conduce a las diabetes; y orquitis u ovari­
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t i s  qua conducen a vaca# a atrofia y esterilidad. Laa ooopiicacio- 
nea serias san asnos frecuentes entre lea niños. El aapacto eaa ae- 
rio  oa relaciona can la  presencia da la  infeooIon en adultas qne 
ao han contraída eata enfernadad durante la  niñea.

Laa paperaa sin co aplicaciones debilitan a l niño, eoapli- 
ean la  vida a loa padrea, y dan par resaltado pérdidas apreciable 
da tiaapo o acolar. Laa paperaa con ooaplieacionss. ya saa en la  
ninas o en la  adultas, puedan axtendorsa daada una enfernadad sue­
va con ractperaoión aparentananta ta ta l. haata la  destrucción a la- 
capacitación da aiateaaa da órganos aaanoialaa qna puedan candueir
hasta la  nUf-rta a a invalidez para toda la  vida.

BU tárainoa ganerslas. la  preaanta invención aa relacio­
na con la  adaptación y propagación del virua da laa paperaa an col- 
tlvoa da tejidos preparadoa a partir da huevos de gallina eabrione- 
doa. Maa partioularaante, la  presenta invención sa relaciona con 
e l deaarrallo da una vacuna da virua viva atenuado do Isa paperaa 
daapuóa dal pasajo aarlado an cultivo do tejida anbrionario da pa­
llo . Este precedí* ente involucra laa etapas! (A) la  alslación dal 
virua virulanto an eualquiervariadad do cóiulaa en cultivo o hue­
vos da gallina e^rionadas, y an adaptación a cultivo da tejido ca­
bria naris de pollo; (B) al doaarrollo dal virus vivo atenuado, se­
diente una pluralidad de paaajee seriado# en oultive da tajido ea- 
brionario da pollo; y (C) la  preparación do la  vacuna a p a rtir  de 
esta virua viva atenuado, so explicará par separado astas etapas.
A) Aislación y adaptación da virus virulenta

So pueda llava* a cabo la  aislación y adaptación da v i­
rus da las paperas an cultivo da tajido eabrionarlo da pella usan­
do Raterial clínica (par ajaqplo obtenido da la  garganta) 0 virua 
previaaanta propagado an huevas da gallina eabrlanadoa. La incuba­
ción da cultivas infectados pueda llevarse a ceba antra JO y 34 "C30
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(óptimo 32 aC) o entre 35 y 38 ac (óptimo 36 se). Los procedimientos 
rapresantatives de a^slación son los siguientes;

procedimientos 1.-  Se sisla  viras de las popares en Matos 
de gallina e b rio  nados a p a rtir  de material clínico, es decir do par- 
sones que se sabe qaa tienen paperaa.

proceáiaiante 2.- so aísla  e l  t i ro s  de la s  paperas en cuL- 
t i t e  de tejido embrionario de pello a p a rtir  de asteria 1 clínico.
B) Desarrollo do tacana de tira s  t i to  atenoado de la s  paparas

Se agrega el tira s , qae so he ostaiMLeciáo en ( i)  que es tia­
ras de las poperas, a botellas do vidrio que contienan cultivos do 
tejido embrionario da pollo preparados a p a rtir  de embriones picados 
y tripalnisados ds pollo de aproximadamente 10 días de edad# EL me­
dio de cultivo puede ser cualquiera de le s  qoe sspertan e l crecimien­
to ds cálalas# pudinndo sor por o je plo e l conocido medio 199 a l coal 
ae ha agregado suero de ternero. Daapuós ds la  adición del virus, se 
incuba lo s cultives ds células infectadas en sucesivos pasajes a 30- 
38 "O durante períodos variables de tiempo y durante este tievpe e l 
virus se ha reproducido y queda atenuado* so cosedla entonóos los 
fluidos, que contienen e l virus, y se los almacena congelados o a o- 
tra  baja temperatura de manera de preservar l a  ínfeceiosidad dsl
agente*

Se lleva a cabo los pasajes seriados precedentes# usando 
inoculan diluido y se recoge múltiples cosechas a diversos interva­
los. So lleva a cabo titulaciones ds infactividad en cultives ds 
HsLs# de tejido ds riñón de mono o tejido embrionario de pollo.
C) Preparación do vacan*

30 ha coaprobado que e l  virus de le s  paperas cosechado des­
pués de este pasaje seriado repetido# e s  no patógeno para monos y 
roedores, cause poca o ninguna reacción clínica en receptores hur- 
manos# y despierta un significativo nivel de anticuerpo, se estar
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b illM  1* ínfectivídad da3- virus mediante un aatablllzador apropia­
do ta l  coso sacarasa# alb&mlHa humana, glutamina,fosfato o sa ld as  
du loa ai<*oa. Map usa do la  t i tu la d le  para establecer so potar­
eis# so gubdivido la  maoa do viras y coa olla so lloaa ampollas po­

ra ol aso. So puado a l*  cenar el producto y sualalstrarlo ooqgt'la- 
<3o o de preferencia socado a partir del astado congelada, mantenlÓA- 
dolo lib ra  de humedad.

Bjoaplos Ilustrativos son los siguientes.
EœLQ.¡L

ï l  lósenlas os o l quo so obtiene a ¡a r tlr  dol procodistOA- 
to 1 doacrlpto sao arriba.

Bajo mediciones asépticas so pica flnaoonto o c io s o s  #  
pollo do 9 a H  días de edad, despula de eliminar la  cabeza y la s  
sxtrosiáades# y as lava o l taj Ido, así picado, on varloo c a llo s  do 
BSS de Haoks. So tr lp s íd sa  a 36 ac el te jido  asi lvado,uaaado trlp - 
slaa ol 0,25 % (Difeo l t  250) en regulador t r i s  salina durants 2 s 
3 hr. se eoseehs l s  sunpenalón ds celdas en tripsina a travée da 
dos sapesaras ds estopilla ds algodón ester 11, y se centrifuga on- 
toasag s 1500 r.p.m. duraste 5 sin . ge resuspeade la s  oálulas com­
pactadas, en un .medio de crecíalantc pars 01 rsoueats. gL sodio ds 
crecimiento esnsiste en ol medio 199, que oontlana guaro ds terne­
ro si 2 % (oajontsdo s 56 ac durante 30 mis) y 50 ^ * 1  do neoaíd- 
ns. So planta cultivos sn botella a usa concentración de 350,000 
células vlabloo por m ililitro , ^6spt)ós ds Incubar a 36 oc durants 

a 72 hr, as puede usar loa cultivos en botella para e l pasaje 
seriado o preparación de l a  vacuna.

Se prepara cultivos ds tejido oa^rlonario de pollo oa bo- 
t a u n  do vidrio usando ol sodio 199 que contieno suero ds temar* 
lnaetlvado s i  2 % caso medio ds crecimiento. Tras o cuatro dias des­
pués ds plantar^ se ra tira  aséptiessants e l medio de c recial au t* y30
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a* lava le s  cultiva* en batalla  A vacas coa BSS da Hahka, a razón 
áa 100 a l  par lafado, y se lacéala 2,5 a l  da siembra de viras t l -  
luida da las paparas par botella* A cada cultiva en botella aa a¡- 
gíeta mi del media 199 qua contiene 10 % da estábil leader apro­
piada da la  infectibidaá aa virus, y so Incuba las botellas entra 
30 y 34 eO* Al craclaíenta y nadie da mantenimiento ge Inoarpara 
neomieina a una concentración de 50 p s/* l. A Intervalos de 2 a 4 
días aa recoge cosechas múltiples y se vuelve a aliaeatar la s  cul- 
tivaa an botella oon nuevo nadie da aantehSmiento que contiena e l 
estabilizador neneianado nao arriba* Se lleva a cabo 10 pasajes
sucesivas# todos a la  temperatura apraxl*adamnte da 32 "C. ga l le ­
va a cabo titulaciones de infaotividad de cada cosecha en cu lti­
vos da Hala a de tejido de riñón de aono. se reccge aseptieaneata
cada cesa cha en an envasa e s té ril, se re t ira  nuestras psra ensar
yaa da esterilidad Microbiana, y se congela el resto enun baño de 
hielo seoo-alcohal* ae almacena la s  íl&idoa, qua contienen el v i ­
rus, a -7o NO en una unidad congeladora eléctricanente aparada an­
tes de la  saleoolón de ana o ñas cosechas para la  preparación de l a  
vacuna*

ao elige ana o naa cosechas apropiadas después de comple­
ta rlas titulaciones de Inactividad* Se re tira  del comC-ador ¿L 
material seleccionada y se le  deaeongala* Se re tira  una nuestra 
coj-o tectige y para ensaya do saga? idad. Se c larifica  el Üuíás 
restante y se re tira  una nuestra para e l  ensayo do seguridad en 
asnea* Al fluido restante aa agrega estabilizador apropiada adi­
cional. Se distribuye la s  fluidos en frascos individuales y se
las saca* Después del procedimiento de secado, aa; tá p a le s  fra*- 
ooa, se la s  cierre harmáti casante y se los conserva para la  re­
constitución coso vacuna sediente la  adición de agua estéril* 

n ievas en al hombre.-  Aproximadamente 150 niños, que
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carecen de h isteria  aBteriar da iaiOeciéa par paperas, reciban &- 
na d u la  da la  vacuna da viran atenuada da laa paparan par vía 
parnataral. Esaneialaente, tedas lan niñas raspaadan can an ti tu -  
lo  aignifiC'tiva da anticuerpo dentro da un ana despula da la  va­
cunadla. Lea niñón desarrollan poca o ninguna nanübatacién o lí- 
nica da acuerda can la  capa del viran da laa paparan y al nivnl 
da pana Ja an cultiven do huevea do gallina e^brianadoa y da t  a jí-  
da cabrio nario da pnLLa.

B A W  H
aa lleva a cabo a l pracadintente dal Ejemplo I ,  auaqua 

l a  incubación dal viran da laa  paperas aa lleva a cabe an la  cana 
da 35 a 38 "0 y caro anana te a 36 g .

P ^ P  IH
Sa lleva a cabe e l  praoadiniantc del Ejemplo I , pera 0- 

ennda la  aianbra de virus dd paperaa dal prooadinianta 2.
Para ttonuar e l  virus aa pueda realizar ana cantidad na­

ya* o nenar da pasajes sucesivos ddi virus en el oultivo da te j i­
do de anbriái da palla. Puado ser precedido aabién par pasajaa 
aeriadaa a través de huevas da gallina eahriaaadoa. So ilustra oa­
to nadi anta loa siguientes ejoaplos an las cuales;

HGE representa huevas da gallina eabaianadaa.
TSP representa cultiva da tejido embrionario de pella.

m n s j x
3 HGN a 30-38 g  + 1 TUP a 30-38 g .

10 HGE a 30-38 g + lo TB* a 30-38 g.
íJEM'tO VI

20 HGE a 30-388g + 2 TBP a 30-38 ac.
EJ^LOVn

Aialacién directa en TBP a 30-38 g  + 1 TJ5P a 30-34 "C.
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Ejemplo Vili

Aislación directa en TEP a 30-38 ce 4- 10 TEP a

EJEHPLO IX

Aislación directa en TEP a 30-38 ac 4- 1 TEP a 35-38 ce.
^ EJEMPLO X

Aislación directa en TEP a 30-38 se 4. 10 TEP a 35-38 se.

Se ha descrito la presente invención con particular referen­

cia a 10 pasajes seriados a través de TEP para asegurar la atenuación 

del virus, pera se comprenderá que puede bastar una cantidad menor.

10 Por ejemplo, la presente invención contempla una sola incubación en 

TEP para lograr el desiderátum de un virus que despertará una res­

puesta de anticuerpo de las paperas en seres humanos oon una reduc­

ción de los síntomas de la enfermedad que, en caso contrario, son so­

veros. Es de esperar que los pasajes sucesivos, después del primer 

15 crecimiento en TEP den por resultado una mayor atenuación.
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Se reivindica como objeto de la presente patente :
1. - Procedimiento para preparar una vacuna contra las po­

peras que despierta en el hombre una respuesta de anticuerpos con­
tra el virus sin oausar las severas manifestaciones clínicas de la 
enfermedad, que comprende hacer pasar el virus virulento, por un 
cultivo de tejido de embrión de pollo, una cantidad suficiente de 

veces para atenuar al virus.
2. — Procedimiento según la reivindicación 1, en el que se 

realizan por lo menos 10 pasajes seriados.
3. - Procedimiento según la reivindicación 1, en el que los 

embriones de pollo empleados tienen nueve a once días de edad.
4. — Procedimiento según la reivindicación 1, en el que 

la incubación se lleva a cabo entre 35 y 38 °C.
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5. - Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la 

incubación se lleva a cabo entre 30 y 34 °C.

6. - Procedimiento según la reivindicación 1, en el que di- 

ohos pasajes seriados están precedidos por incubación en huevos de

5 gallina embrionados.

7. - Procedimiento para preparar una vacuna oontra las pa­

peras.
Esta memoria oonsta de nueve páginas; escritas por una so­

la Cara.
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