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Esta invención se refiere a una vacuna ¿Le vi- 

; rus ¿Le rubéola vivo atenuado, capaz de inducir una inmuni 

dad activa contra la rubéola, y a un procedimiento para 

producir esta vacuna.

La expresión "virus vivo atenuado" empleada 

- en esta Memoria descriptiva se refiere a una cepa de virus 

de rubéola (VR), cuya virulencia ha sido atenuada por al 
¡menos 15 pasos en serie o sucesivos sobre cultivos prima­
rios de tejido de riñones de conejo.

Según el procedimiento explicado más adelante 

en esta Memoria descriptiva, se obtiene un virus modifica 
' do y con ello una vacuna que presenta una elevada antige- 
'nicidad y que, al mismo tiempo, no produce ninguna reac- 

¡ ción indeseable apreciable al ser inoculada, a niños.
, La presencia de reacciones no deseables y,
entre ellas y más particularmente, la posible disemina- 
.ción del virus por los individuos vacunados, es uno de 
;los problemas principales en el desarrollo de una vacuna 
¡de tipo vivo de rubéola.

¡ Es sabido que, además de las complicaciones -

;tales como la encefalitis y la púrpura trombocitopénica, -
'que son egraves pero muy raras, y también la artritis, que

¡no es infrecuente pero sí es, generalmente, auto-limitada

¡y de corta duración, la complicación más dramática de es-

;ta enfermedad es de naturaleza teratógena. La rubéola es, ,
!sin duda, un problema grave para las mujeres en el primer 
i
¡trimestre de embarazo, por su influencia en las malforma- i
i . , .¡clones congenitas del feto, en los niños nacidos muertos ¡ 
{o en los abortos.

¡ A este respecto, es esencial que un niño que i
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recibe una vacuna de rubéola de tino vivo no constituya 

un peligro potencial para ninguna mujer embarazada con la 

que pueda ponerse en contacto.
Hasta ahora, el único medio de prevención po­

sible contra estas complicaciones fetales de la rubéola 

era, o bien la administración de gamma globulina en grandes 

dosis a la mujer embarazada expuesta, o bien la exposición 

de mujeres jóvenes (adolescentes) a la rubéola antes de 
alcanzar la edad de tener hijos.

La administración de gamma globulina está le­

jos de ser considerada por todos los especialistas como 

un tratamiento efectivo, y, por razones evidentes, la ex­

posición a la enfermedad a una edad más joven no es una 
solución aceptable al problema.

Se ha comprobado ahora, sorprendentemente, 

que los pasos en serie de virus de rubéola en cultivos 
primarios de tejido de riños de conejo (RC) no sólo impli­

ca la atenuación de la virulencia, sino que también propor 
ciona un método de preparar una vacuna de virus vivo de 
rubéola atenuado que no presenta ninguna reacción no de­

seable apreciable.

La expresión "ninguna reacción indeseable apre 
ciable" citada anteriormente quiere decir, no sólo que la 

inoculación de la vacuna según esta invención estimula la 
inmunidad sin provocar los síntomas patológicos usuales 
¡de la rubéola corriente, sino también que en los ensayos 

^clínicos llevados a cabo con una vacuna según esta inven­
ción, no ha sido detectado, en contactos íntimos de indi­
viduos susceptibles, ninguna señal serológica ni virológi- 
ca de infección.



Así pues, es un objeto Ae la presente inven­

ción proporcionar un método para atenuar la virulencia de 
virus de rubéola sin pérdida de antigenicidad, consistien 
do dicho método en hacer pasar sucesivamente una cepa de 

$ virus de rubéola al menos 1$ veces sobre cultivos prima­

rios de tejidos de riñón de conejo.

Es un objeto adicional de la presente inven­

ción proporcionar (l) un virus vivo atenuado de rubéola 

obtenido por dicho método de atenuación, y (2) una vacuna 

10 activa contra la rubéola, que comprende como ingrediente
activo virus de rubéola atenuado obtenido por dicho méto­

do de atenuación.
En otras palabras, la presente invención pro­

porciona un método para preparar una vacuna activa contra 

15 la rubéola, consistiendo dicho método en hacer pasar su­
cesivamente una cepa de virus de rubéola al menos 15 ve- 
;ces sobre cultivos primarios de tejido renal de conejo y 
i utilizar el virus atenuado de rubéola cultivado como in- 

;grediente activo para una vacuna contra la rubéola, según 
50 'cualquier sistema conocido por la técnica para la formu­

lación de una vacuna.
Según esta invención, el virus de rubéola su­

fre un número suficiente de pasos sobre cultivos prima-
!
- ríos de tejido renal de conejo hasta que se consigue su 

25 atenuación. Se ha comprobado que la atenuación requiere

; al menos 15 pasos, y preferiblemente desde aproximadamen- 

!te 20 hasta aproximadamente 60 pasos, realizándose dichos 
¡pasos a una temperatura que no excede de 3630.

Según una realización preferida de esta inven 

ción, la duración de cada paso está comprendida entre 3 y30
4.10.67
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Después se prepara una vacuna a partir de un 

paso apropiado en células primarias de RC, empleando cual 
quier método conocido por la técnica para esta prepara- 

5 ción.
El virus de rubéola empleado para llevar a ca i 

bo esta invención es aislado de un caso clínico típico, 

utilizando por ejemplo escobillas o cepillos de garganta, 

o muestras de orina o de gargarismos. Las muestras son, o 

10 bien congeladas inmediatamente y mantenidas a -6030 hasta
que son usadas, o bien inoculadas inmediatamente en un 
sistema de cultivo de tejidos adecuado, por ej. monocapas 

primarias de riñón de mono verde africano (RHV), o cual­
quier otro sistema de cultivo de tejidos conocido por la

1$ técnica para este aislamiento.
La presencia del virus de rubéola se comprue­

ba refrendando cultivos con, por ejemplo, un enterovirus 

tal como el Echovirus 11 o eí Coxsackievirus A 9 al 9- ó 

:103 día después de la inoculación.
20 Utilizando un antisuero específico preparado

en conejos contra una cepa de VR conocida, es posible

25

50
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identificar virus de rubéola por ensayo de neutralización 

específico en células susceptibles, tales como las célu­
las de RHV. La ausencia de virus extraños de mono se com­

prueba en las células de RHV después de la neutralización 
por medio de antisuero de VR específico preparado en otro 

!sistema celular.
' Los cultivos primarios de células renales de

¡conejo para los pasos sucesivos se preparan preferiblemen­

te a partir de riñones de animales no mayores de 3 semanas

5 -
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Un medio de desarrollo preferido para los cultivos prima- 

írios de RC es el medio salino equilibrado de Hanks, suple- 
. mentado con suero inactivado de ternero, hidrolizado de 

;lactoalbumina y caldo de fosfato de triptosa, pero tam­
bién pueden emplearse otros medios conocidos por los ex­

pertos en la técnica. La temperatura de incubación es no 

"mayor de 3630. Los pasos sucesivos se llevan a cabo inocu­
lando monocapas de RC con partes alícuotas del fluido que 
sobrenada procedente del paso anterior, y recolectando pre 
feriblemente el virus entre el 3^ y 63 día después de la 

inoculación. La valoración del virus recolectado puede 

llevarse a cabo utilizando el método de interferencia en 
tubos de cultivo de RHV, utilizando por ejemplo Echovirus 

11 ó Coxsackievirus A 9) como se ha indicado anteriormen­
te, para la operación de aislamiento.

i Al cabo de un cierto número de pasos, no an­

tes del 15- y preferiblemente entre aproximadamente el pa . 
so na 20 y aproximadamente el na 60, el fluido que sobre­

nada de los cultivos inculados se desecha el 6a día des­

pués de la inoculación, y las monocapas son lavadas con

una disolución salina tamponada, por ejemplo disolución  ̂
!de Eagle o disolución de Hanks, y después son incubadas ; 

con un medio de mantenimiento, por ej. medio de Hanks su- 

¡plementado con hidrolizado de caseína. Después de una pos­
terior incubación durante 3 días, el fluido que sobrenada 
jes recogido y clarificado por filtración o centrifugación.í 

j Alternativamente, la recogida del virus se ¡
¡lleva a cabo después de congelar, descongelar.y agitar el <I
¡cultivo en el medio de mantenimiento y de centrifugarlo ;
;o filtrarlo subsiguientemente.

67. ¡ 3 4 5 9 7 2
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El virus de rubéola (VR) recolectado, suple- 

amentado o no con un aditivo estabilizante, puede ser alma 

cenado, bien en estado congelado, por ejemplo a aproxima­

damente -6020, o en estado de secado por congelación. La 

vacuna obtenida es administrada por vía subcutánea o in­
tramuscular, después de su reconstitución si es necesario.

Los ejemplos siguientes ilustran la invención; 
no han de ser considerados como limitativos del objeto de 
la misma.

Ejemplo 1

Un conejo de 3 semanas de edad, procedente de 
una colonia de crías, es examinado para asegurarse de la 

ausencia de lesiones patológicas, y es sacrificado. Se se 
paran asépticamente ambos riñones y se cortan en pequeños 

trozos, que se ponen en contacto con una disolución sali­

na tamponada de tripsina (2,3 g/1), y la mezcla es agita­
da continuamente durante 10. minutos a una temperatura de 

57-C. El líquido se separa después por decantación y se 
sustituye por un volumen igual de disolución reciente de 
tripsina. Se continúa después la tripsinización, agitando 

mientras tanto, hasta agotamiento del tejido, separándose 
de vez en cuando las células en suspensión en el líquido, 
y después se centrifuga.

El sedimento celular obtenido se pone de nuevo 

en suspensión en disolución de Hahks y se centrifuga otra 
vez. Esta última operación se repite dos veces, y el sedi­
mento de células final se pone en suspensión en un medio 

de desarrollo que consta de medio salino de Ilahks equilibra 
do con 10% de suero de ternero inactivado, 0,3% de hidroli 

zado de lactoalbúmina y 0,1% de caldo de fosfato de trinto
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sa, de forma que se asegure una concentración de aproxi­

madamente 105 células por mi.
Partes alícuotas (l mi.) de la suspensión de 

células obtenida, cada una de las cuales contiene aproxi­
madamente 10^ células, se vierten en 10 tubos de cultivo 

.(12 mm. de diámetro) que son incubados a 37- durante 4 
,días, en una posición ligeramente inclinada. Después de 
este período de incubación aparece una monocapa completa.
El medio nutricio es sustituido después por un volumen 

igual de medio nuevo, justamente antes de la inoculación - 

del virus.
Antes y después de la inoculación del virus 

se utiliza el mismo medio nutricio, y todos los cultivos 
primarios de células de RO indicados en este ejemplo se 

preparan según la técnica que se acaba de explicar.
Partes alícuotas (0,1 mi.) de una cepa de vi­

rus de rubéola aislado en cultivos primarios de RHV y he­

cho pasar tres veces en este sistema para su posterior ca 
'.racterización, son inoculadas en tubos de cultivo prima­

rios de RO, que son incubados a 3490 en una posición in­

clinada.
El sexto día después de la inoculación es re­

cogido el fluido que sobrenada, y el virus recolectado es 
'identificado y valorado empleando el método de interferen­

cia descrito anteriormente.
¡ La concentración en células de RHV después de

¡este primer paso sobre células de RC es de 10^'*^ InD^Q 

¿por mi. - ;
! Partes alícuotas del fluido que sobrenada agru­

mado procedente del primer paso son inoculadas en otros tu!

- = - 3 4 5 9 7 2
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bos de cultivo primario de RC, que son incubados a 3^30.

El sexto día después de la inoculación es re­

cogido el fluido que sobrenada. El virus es valorado como 

se ha indicado al final del primer paso. Este procedimien 
5 to es repetido hasta el paso 203, variando el período de

incubación de cada paso individual entre 3 y 5 días.
Desde el 9^ paso en adelante, se observa un 

efecto citópático en las células primarias de RC.

Para el 213 paso en células de RC, se prepa- 
10 ran cultivos primarios de células de RC en frascos de

Roux de 500 centímetros cúbicos, utilizando la técnica 

explicada anteriormente.

Después de un período de incubación de 3 días 
a 363C se obtiene una monocapa completa. Después, el flúi 

13 do que sobrenada es desechado y sustituido por un volumen
igual del mismo medio de desarrollo, y es inoculado con 

partes alícuotas del material vírico procedente del paso 
n° 20.

20

25

30

4 .1 0 .6 7 .

Después de una incubación adicional durante 6 
días a 3̂ -SC, se desecha el fluido que sobrenada y se sus­
tituye por un volumen igual de medio de mantenimiento, 

que consta de disolución de Hanks suplementada con 0,3% 

de hidrolizado de caseína. Después de una incubación adi­
cional durante 3 días a el fluido que sobrenada es
recogido y clarificado por centrifugación.

Se toman muestras para su valoración, identifi 
pación y ensayo de seguridad, y el virus es almacenado a 
-603C.

La concentración de virus es de 10^ InDr-r. ñor30
mi., determinada en células primarias de EHV ñor medio del

34537o



sistema de interferencia.
Este material de virus es sometido después a 

ensayo de seguridad, incluyendo esterilidad bacteriana y 

ausencia de agentes extraños, por inoculación a conejos, 

hamsters, cobayas, ratones y monos.
Se llevan a cabo ensayos adicionales de segu­

ridad en diferentes sistemas de cultivos de tejidos.

Se lleva a cabo un ensayo preliminar de poten 
cia inoculando conejos y monos con 1CP'5 inD^. Los ensa-

células de BKV.
Los resultados se dan en las Tablas I y II

siguientes.

10 yos de neutralización de suero (ES) se llevan a cabo en

4.10.67
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.Respuesta de anticuerpos de conejos inoculados subcutá-
reamente con K r I n D . - ^ .3U

Conejo
n

Muestra de 
suero antes 
de la inocu 
lación "*

Resultados del ensayo de NS fren­
te a 30 InD^Q en células de RHV
24 días después de la inoculación

1 <  1/4 > 1 / 8
2 <1/4 ^  1/8

3 < 1 / 4 1/16
4 < V 4 1/8

5 <1 / 4 ^  1/8
6 < 1 / 4 1/16

7 < 1 / 4 1/16
8 <[1/4 1/8

La preparación del virus se distribuye en via­

jes de vidrio, cada uno de los cuales contiene un mi. de 
fluido.

Después, las ampollas son secadas por congela ;
'ción y cerradas herméticamente.

Después de su reconstitución por adición de

:un mi. de agua destilada, la vacuna es inoculada por vía

subcutánea a individuos susceptibles, siendo las dosis
'individuales de aproximadamente 123 InD^.
! Los resultados de un ensayo de respuesta sero-
!lógica realizado en un grupo de 23 niños seronegativos

j(13 que recibieron la vacuna y 10 controles que vivieron
¡en estrecho contacto) se dan en la Tabla III.

¡ De los 13 niños vacunados, 13 tuvieron una ele.Í - !

2- 3 4 5 9 7 2



I

vación de anticuerpos hasta 1/32 o más (2 de ellos, que 
se indican por ND, no estuvieron disponibles en el momento 
del ensayo). Ninguno mostró sistomas clínicos de infección. 
Los 10 que estuvieron en contacto permanecieron negativos 

3 serológicamente.
Tabla III ¡

Respuesta serológica eiqpresada en concentración de anti- 

.cuerpos seroneutraliaantes.

10 Indi­
viduos

Edad
años

Muestra an­
tes de la 
vacunación Situación

36 días des­
pués de la 
vacunación

S.H. 2 1/2 <  4 V 32

V.S. 2 < 4 y

15 M. J. 2 V > 5 2
N.R. 2 < 4 V 32

H.A. 1 < 4 V > 5 2
DB.G 2 < 4 c <  4

VN.L 2 < 4 c < 4

20 R.F. 2 ^  4 7 > 5 2
B.D. 2 < 4 C

J* .A. 1 1/2 c < 4

V.M. 1 - <"' V > 5 2
- E.P. 1 V > 5 2

25 L.T. 1 < 4 0 < 4

C.O. 1 V > 5 3
A.H. 1 < 4 V > 5 2
R.O. 1 < 4 0 <  4
L.A. 2 < 4 V ND

30 D.A. 2 0 <  4

-  1
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Indi­
viduos

Edad
años

Muestra an­
tes de la 
vacunación Situación

56 días des­
pués de la 
vacunación

G.O. 2 1/2 < 4 C C 4

M.A. 2 1/2 V 33

J.A. 1 < 4 0 <.4

P.A. 2 1/2 < 4 V J>32

D.B. 3 1/2 < 4 V 32

GB.K 5 < 4 V 8

GB.F 4 < 4 c < 4

V = vacunado 
C = en contacto

Ejemplo 2

' La técnica es la explicada en el Ejemplo 1,
¡pero los pasos se continúan hasta el paso nh 30 en culti 

;vos primarios de célalas de RC.

! A partir de los mismos se prepara una vacuna,
y se lleva a cabo un ensayo de seguridad como se ha expli 

cado en el ejemplo 1.

' La potencia de la preparación se determina en

animales (monos).
Los resultados se dan en la Tabla IV.

iI!
¡
S!

4.10.67
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Tabla IV
: Respuesta de anticuerpos de monos inoculados por vía in-

2 5tramuscular con 10 '^ InD^Q.

5 Mono
n

Muestra de suero 
antes de la ino 
culacion ""

Resultados de 
frente a 10 i 
de RMV.

25a

1 ensayo de NS
'íiDr-n en células ' 50

39S

1098 <  1/4 1/8 ED

1091 < 1 / 4 1/8 ND

10 919 - < 1 / 4 1/8 1/8

943 < 1 / 4 1/16 1/16

n días después de la inoculación.
Efi emolo 3

Partiendo del material vírico procedente del 

paso na 21 a 34ac obtenido en el ejemplo 1, se realizan 

9 pasos adicionales en cultivos primarios de células de 
RC, pero a 2830, incluyendo la última operación de la 

preparación de la vacuna.
20 La vacuna obtenida es sometida a ensayo de

seguridad e inoculada a monos y conejos para realizar un 

ensayo de potencia.
Los resultados se dan en las Tablas Y y YI si­

guientes.

4.10.67. i
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Tabla V
Respuesta de anticuerpos de monos inoculados por vía in-

2 0tramuscular con 10 ' InD^.pu

Nono
n

Muestra de suero 
antes de la ino­
culación

Resultados d 
frente a 10 
las de BMV. 

25R:

el ensayo de NS
inDr-n en célu- 50

— rsH

1003 <1/4 1/8 1/16

977 <1/4 1/8 1/8

s = días después de la inoculación.

Tabla 71
Respuesta de anticuerpos de conejos inoculados por vio.

2 0intramuscular con 10 ' InDr-n*50

Conejo
n

Muestra de suero 
antes de la ino­
culación

Resultados del ensayo de NS 
frente a 10 InD^ en célu­
las de RM7.

26^

29 <1/4 1/8

30 <1/4 1/4

31 < 1 / 4 1/16

32 <1/ 4 1/8

33 <1/4 1/4

25

30

4 .1 0 .6 ? .

iB = días después de la inoculación. <
¡ Ejemplo 4

¡ La técnica es la explicada en el ejemplo, pero!
jlos pasos son continuados hasta el paso nS $1 en cultivos 
'primarios de células de RC, constando el medio final de 

¡mantenimiento de disolución de Han.ks ^unl ementada con 0,3%

W 9 7 2  :- 16 -
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' de hidrolizado de caseína, y conteniendo 50 microgramos de 

- cloramfenicol pon mi. de disolución de Hanks.

Después de la incubación durante 9 días a 
34SC, el fluido que sobrenada es recolectado, clarificado 

por centrifugación y mezclado con un volumen igual de 
disolución estabilizante que consta de 30 g. de glutamato 

de potasio, 200 g. de sacarosa y 50 mg. de cloramfenicol 

por litro de agua destilada., y la mezcla es distribuida 

en viales de vidrio que contienen un mi. de agua.
Los viales son después secadas por congela­

ción y cerradas herméticamente.
Después de su reconstitución por adición de 

un mi. de agua destilada, la vacuna es inoculada por vía 
subcutánea a 65 individuos seronegativos, llegando la 
concentración de las dosis individuales a aproximadamente 

10^'^InD,-n en células de RHV ó lÔ '*? UEP (unidades forma 

doras de plaquetas) en células de RO 13. Un grupo de 30 
niños seronegativos fue mantenido en contacto íntimo con 
los vacunados durante un período de 6 semanas.

Un ensayo de respuesta serológica realizado en 

el grupo de 65 individuos vacunados mostró que todos me­
nos uno respondieron a la vacuna con una concentración me­
dia de anticuerpos de 1/128, determinada en el ensayo de 

Inhibición de hematoaglutinación (IHA). Ninguno mostró 

síntomas clínicos de infección. La totalidad de los 30 
mantenidos en contacto permanecieron serológicamente nega­

tivos.
Ejemplo 5

La técnica es la explicada en el ejemplo 1, 
¡pero los pasos son continuados hasta el paso ns 61 en cul-

i<!
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tivos primarios de células de RC, constando el medio final 

de mantenimiento de disolución de Hanks suplementada con 

0,3% de hidrolizado de caseína y con un contenido de 50 

microgramos de cloramfenicol por mi. de disolución de 
Hanks.

Después de una incubación durante 9 días a 
349C, el fluido que sobrenada es recolectado, clarificado 

- por centrifugación y mezclado con un volumen igual de di­

solución estabilizante, que consta de 30 g. de glutamato 
de potasio, 200 g. de sacarosa y 50 mg. de cloramfenicol 

por litro de agua destilada, y la mezcla es distribuida en 
viales de vidrio, con un mi. de agua cada uno.

Después, los viales son secados por congela­
ción y cerrados herméticamente.

Después de su reconstitución por adición de 
un mi. de agua destilada, la vacuia es inoculada por vía 
subcutánea a individuos seronegativos, llegando la concen 
tracion de las dosis individuales a aproximadamente 

10 ' ^InD^Q en células de RUY ó 10*̂ *̂  UFP en células de 
RC 13.

25
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' Un ensayo de respuesta serológica realizado
i en un grupo de 7 individuos seronegativos mostró que todos 
¡respondieron a la vacuna con una concentración media de 
¡1/64, determinada en el ensayo de 1111.

¡ Ninguno mostró síntomas clínicos de infección..
La presente solicitud que corresponde a la pre-

i
jsentada en Gran Bretaña el 21 de Octubre de 1966, bajo el :
! ; * 
¡num. 47.399, se acoge a los beneficios del artículo 51 del

!
¡vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial. '

i - 18 -



N O T A

Los puntos áe invención propia y nueva que se 
presentan para que sean objeto de esta solicituá üe Paten­
te áe Invención en España, por VEINTE años, son los si - 

5 guientes:

1. -3 Un método para atenuar la virulencia de 
virus 3e rubéola sin pérdida de antigenicidad, que com­
prende hacer pasar sucesivamente una cepa de virus de ru­
béola al menos 15 veces sobre cultivos primarios de teji-

10 dos de riñón de conejo.

2. - Un método según la reivindicación 1, en
el que el número de pasos sucesivos sobre cultivos prima­
rios de tejido de riñón de conejo está comprendido entre 
aproximadamente 20 y aproximadamente 60.

15 3.- Un método según cualquiera de las reivin­
dicaciones 1 y 2, en el que los pasos son realizados a una 
temperatura que no excede de 36sc.

4. - Un método según cualquiera de las reivin­
dicaciones 1 a 3, en el que la duración de cada paso suce-

20 sivo no es mayor de 5 días.
5. - Un método para preparar una vacuna contra 

la rubéola, que comprende hacer pasar sucesivamente una 
cepa de virus de rubéola según el método explicado en 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y utilizar el
25 virus de rubela vivo atenuado recolectado como ingredien­

te activo para una vacuna contra la rubéola.

345372
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6.- Un método para atenuar la virulencia de vi­
rus de rubéola sin pérdida de antigenicidad.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an­
tecede y con los fines que se han especificado.

5 La presente Memoria consta de veinte hojas es­
critas a máquina por una sola cara.

Madrid,

P.A.

4.10.67
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