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e 4 _ GD/MD-B/4235 Huygelen,
Peetermans Clase 3-Espagns

Memoria descriptiva

para solicitar PATENTE ©DE  INVENCION por 20 afios

a nombre de RECHERCHE ET INDUSTRIE THERAPEUTIQUES R.I.T.

xantithod ¥ decacionolidod  sociedad andnime belga

con domicilio en 13, rue du Tilleul, Genval, Bélgice

por: " UN METODO PARA ATENUAR LA VIRULENCIA DE VIRUS DE
RUBEOLA SIN PERDIDA DE ANTIGENICIDADM (Clase In‘te_z;
necional C12k) '
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Esba invencibn se refiere a una vacuna de vi-

‘rus de rubdola vivo abenuado, capaz de inducir una inmuni

-dad activa contra la rubéola, y a un procedimiento para

producir esbta vacuna.

Ta expresidn "virus vivo abenvado" ecmpleada

-en esta lMemoria descriptiva se refiere a una cena de virus
de rubéola (VR), cuya virulencia ha sido abenuada por al

‘menos 15 pasos en serie ¢ sucesivos sobre culbtivos prima-

tr:i.os de tejido de rifiones de conéjo.

Segln el procedimiento explicado més adelante
ien esta Memoria descriptiva, se obtiene un virus modifica
‘do ¥y con ello una vacuna gue presenta unas elevada anbige-
‘nicidad y que, al mismo tlempo, no produce ninguna reac-
Ecién indeseable apreciable al ser inoculada a nifics.

i La presencia de reacciones no deseables y,
entre ellas v més parbicularmente, la posible disemina-
.cidn del virus por los individuos vacunados, es uno de

Elos problemas principales en el desarrollo de una vacuna

3

Ede tipo vivo de rubéola.

i Es sabldo que, ademds de las complicaciones

i
t

itales como la encefalitis y la plrpura trombocitopénica,

;que son egraves PEro MUy raras, y también la artritis, que
gno es infrecuente pero si es, generalmente, aubo-limitada
;y de corta duracidn, la complicacidn mas dremitica de es-

H
ta enfermedad es de naturaleza teratdgena. DLa rubdola es,

‘sin duda, un problema grave para las mujeres en el primer

i

‘brimestre de embarazo, por su influencia en las malforma-

i
lciones congénitas del feto, en los nifios nacidos muertos
i

‘0o en los abortos.
i

: A este respecto, es esencial que un nifio que
i

11

| - 343872
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recibe una vacuna de rubéola de tino vivo no constituya

un peligro potencial sara ninguna mujer embarazada con la

gue pueda ponerse en conbacto.

: Hasta ahora, el tnico medio de vnrevencidn po-

sible contra estas complicaciones febales de la rubedla

~era, o bien la administracidén de gamma globulina en grandes

~ldosis a la mujer embarazada expuesta, o bien la exposicibn
“de mujeres jovenes (adolescentes) a la rubéola anbtes de

.alcanzar la edad de Tener hijos.

Ta administracidn de pamma globulina esti le~
Jos de ser conesiderada nor todos los especialistas como
un tratamiento efectivo, y, por razones evidentes, la ex-
noslcidn a la enfermedad a wna edad mas joven no es mna
solucidn aceptable al »nroblema.

Se ha comprobado ahora, sorprendentemente,
gque los pasos en serie de virus de rubéola en cultivos

onrimarios de tejido de rifios de conejo (RC) no sblo impli-

ca la atenuacién de la virulencia, sino que bamblén provor

ciona un mébtodo de prevarar una vacuna de virus vivo de
rubéola atenuado que no presenba ninguna reaccidn no de-
seable apreciable.

La expresidn "ninguna reaccldn indeseable apre
clable" citada anteriormente quiere decir, no sdlo que la

inoculacidn de la vacuno sezlm esta invencidn esbimula la

inmunidad sin provocar los sintomas patoldsicos usuales
Ede la rubéola corriente, sino también que en los ensayos
§clinicos llevados a cabo con una vacuna sesim esta inven-
‘¢ibén, no ha sido detectado, en contactos Intimos de indi-

viduos susceptibles, ninguna seflal seroldgica ni viroldgi-

o

‘ca de infeccidn. , :
| | 345879
g I L



invein-

‘¢idn proporcionar un método para abenuar la virulencia de'
virus de rubéola sin pérdida de antigenicidad, consistien
do dicho método en hacer nasar sucesivemente una cepa de
5 virus de rubéola al menos 15 veces sobre cultivos hrima-
‘rios de tejidos de riiibn de conejo.
Es un objeto adicional de la presente inven-
‘¢ién proporcionar (1) un virus vivo atenuado de rubdola
fobtenido por dicho método de atenuacidn, y (2) una vacuna '
10 activa conbra la rubéola, que comprende como ingrediente
activo virus de rubéola abtenuado obbenido por dicho méto-:
~do de atenuacidn.
En otras palabras, la presente invencidn pro-
‘porciona un método para preparar Una vacuna activa contra
15 ?la rubéola, consistiendo dicho métodq en hacer pagar su-
chsivamente una cepa de virus de rubéola al menos 15 ve-
.ces sobre cultivos primariog de tejido renal de conejo ¥
éutilizar el virus atenuado de rubéola cultivado como in-
zgrediente activo para una vacums conbtra la rubéola, segln .
50 gcualquier sistema conocido por la técnica para la formu- .
’lacién de una vacuna.
Segln esta invencidn, el virus de rubéola su--
fre un nimero suficiente de pasos sobre culbivos prima-

]

‘rios de btejido renal de conejo hasta que se consigue su

25 "atenuacidén. Se ha comprobado que la atenuacidn requiere
‘al menos 15 pasos, y preferiblemente desde gproximadamen—i
éﬁe 20 hasta aproximadamente 60 pasos, meallzindose dichosi
ipasos a una btemperabura que no excede de 5690, %

Segln una realizacibn preferida de esta inven !

30 ‘eibn, la duracibn de cada paso estd comprendida entre 3 y-

4,10.67. | |
* 345872



A6 dias.

Despuds se prepara una vacuna a partir de un
ipaso apropiado en células primarias de RC, empleando cuq}z
fquier método conocido por la técnica para esbta prepara- ‘

5 ¢idn.

El virus de rubéola empleado para llevar a ca!
"bo esba invencidn es aislado de un caso clinico tipico, |
;utilizando por ejemplo escobillas o cepillos de garganta,
.o muestras de orina o de gargarismos. Lag muestras son, ©

10 bien congeladas inmediatamente ¥y mantenidas a -602C hasta
‘que son usadas, o bien inoculadas inmediatamente en un
‘sistema de cultivo de tejldos adecuado, por ej. monocapas
primarias de rifidn de mono verde africano (RMV), o cual-
quier otro sistema de cultvivo de tejidos conocido por la

15 ‘técnica para este aislamiento.

La presencia del virus de rubéola se comprue-
ba refrendando culbtivos con, por ejemplo, un entercvirus’
tal como el Echovirus 11 o el Coxsackievirus A 9 al 92 6
.10¢ dia después de la inoculacidn.

20 ; Utilizando un antisuero especifico preparado
fen conejos conbra una cepa de VR conocida, es posible
;identificar virus de rubdola por ensayo de neutralizacidn
“especifico en células susceptibles, tales como las célu-
ilas de RMV, La ausencla de virus extrafios de mono se com-

25 iprueba en las células de RMV después de la neutralizacidn
Zpor medio de antisuero de VR especifico preparado en otro

‘sistema celular.

1
-

Tos cultivos primarios de células renales de
‘conejo para los pasos cucesivos se preparan preferiblemen—

b §

50 te a parbtir de riflones de animales no mayores de 7 semanas.

4.10.67. é . :g ﬁ% E§ é; j7 22 :
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Un nedio de desarrollo preferido para Lbs CululVOu Drima-
rlos de RC es el medio salino equilibrado de Hanks, suple-
.mentado con suero 1na091vado de bternero, hidrolizado de
‘lactoalblmina y caldo de fosfabo de triptosa, pero bLam-
‘bién pueden emplearse obros medios conocidos por los ex-
:pertos en la técnica. La Lemperatura de imcubacibn es no
%mayor de 362C0. Los pasos sucesivos se llevan a cabo inocu—
lando monocapas de RC con partes alicuotas del flGido que -
sobrenada procedente del paso anterior, y recolectando pre
‘feriblemente el virus entre el 32 y 62 dila desoués de la
inoculacidn. La valoracidn del virus recolectado puede
‘llevarse a cabo ubtilizando el método de interferencia en
-bubos de cultivo de RMV, wutiligzando por ejemplo EchoY;rus
?ll 6 Coxsackievirus A 9, como se ha indicado anteriormen-
Ete, para la operacidén de aislamiento.

; Al cabo de un cierto nlmero de pasos, no an-
‘tes del 152 y preferiblemenbe entre anroxlmaaamente el pa

3

gso n 20 y aproximadamente el n® 60, el f£lGido que sobre-
i

:nada de los cultivos inculados se desecha el 62 dia des-
fpués de la inoculacibn, y las mondoapas son lavadas con
%una disolucidn salina tamponada, por ejemplo disolucidn
‘de Eagle o disolucidn de Hanks, y después son incubadas
con un medio de mentenimiento, por ej. medio de Hanks su-
zplementado con hidrolizado de caseina. Después'de una nos-—
{

berior incubacidn durante % dfas, el fllido que sobrenada

i - . 0} 3 . LAY (4 i
ies recogido y clarificado por filtracidn o cenbrifugacidn.i
; :

Alternativamente, la recogida del virus se ‘
lleva a cabo después de congelar, descongelar.y agitvar el

icultbivo en el medio de mantenimiento y de cen fugarlo

; Tz
‘o filtrarlo subsisuientemente. ;3 ﬁ* E§ 22

[
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Bl virus de rubéola (VR) recolectado, suple-
‘mentado o no con un aditivo estabilizante, puede ser alma
cenado, bien en estado congelado, por ejemplo a aproxima-
damente -602C, o en estado de secado por congelacidn. Ia |
5 vacuna obbenida es administrada por via subcubinea o in=-
itramuscular, después de su reconstitucibén si es necesario.
Los ejemplos sigulentes ilustran la invencidns
no han de ser considerados como limitativos del objeto dé
la misma.
10 Ziemplo 1
Un conejo de 7 semanas de edad, procedente de
una colonia de crias, es examinado para asesurarse de la
ausencia de lesiones pnatoldgicas, y es sacrificado. Se se
paran asépticamente ambos rifiones y se cortan en pequefios
15 trozos, que se ponen en convacto con una disolucidn sali-
na temponada de bripsina (2,5 £/1), ¥ la mezcla es agita-
da continuamente durante 10 minutos a una temperatura de
3780, El liquido se sevara después por decantacidn 7 se
sustituye por un volumen igual de disolucidn reciente de
20 “tripsina. Se conbtinfia después la tripsinizacibdn, asitando
mientras tanto, hasta agotamiento del tejido, senarindose
‘de vez en cuando las células cu suspensidn en el liguido,
‘7 después se centrifusza.
El sedimento celular obltenldo se none de nuevo
25 en suspensidn en disolucidn de Hanks y se centrifuga obra
vez. Esta Gltima operacidn se repite dos veces, ¥ el sedi-
mento de células final se pone en suspensidn en un medio
ide desarrollo que consta de medio salino de Hanks equilibrg
do con 107 de suero de ternero inactivado, 0,5 de hidrolir

~

50 rado de lactoalblmina y 0,1» de caldo de fosfato de tripto
4,10.67.
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isa, de forma que se asesure una concentracidn de aproxi-
‘mademente 105 células por ml.

Partes alicuotas (1L ml.) de la suspensidn de

células obtenida, cada una de las cvuales conbtlene aproxi-

5 madamente lO5 células, se vierten en 10 tubos de culiivo
(12 mm. de didmetro) que son incubados a 372 durante &
dias, en una posicidn liseramente inclinada. Después de
_este perfodo de incubacibén aparece una monocapa completa.
iEl medio nutricio es sustituido después por un volumen

10 igual de medio nuevo, Jjustamente antes de la inoculacibn
‘del virus.

Aintes y después de la inoculacidn del virus
lse ubtiliza el mismo medio nubtricio, ¥y Gtodos log cultivos
primarios de células de RC indicados en esbe ejemplo se

15 ?preparan segln la técnica que se acaba de explicar.

Partes alicuotas (0,1 ml.) de una cepa de vi-
.rus de rubdola aislado en culbivos primarios de RV y he-
Echo pasar tres veces en este sisbema para su posterior ca
;racterizacién, gon inoculadas en tubos de cultivo prima-

20 ‘rios de RC, que son incubados a 3420 en uma posicibén in-
%clinada.
’ El sexto dfa después de la inoculacidn es re-
‘cogido el flhido que sobrenada, y el virus recolectado es
%identificado vy valorado empleando el mébodo de interferen—
25 cia descrito anbteriormente.
' Ta concenbtracidén en células de RHV después de
este primer paso sobre células de RC es de 102282 InD5O

por ml. ) ;

Partes alicuotas del f£1lGido que sobrenada agru

30 ‘pado procedente del primer paso son inoculadas en otros tu
ll" lo . 67 . i ‘

- 345972
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bos de cultivo primario de RC, que son 1ncubadog o. 34eC,

El sexto dia después de la inoculacibdn es re-
cogido el fllido que sobrenada. El virus es valorado como
se ha indicado al final del primer paso. Este procedimien -

to es repetido hastba el paso 202, variando el periodo de

incubacidn de cada paso individual entre 3 y 5 dias.

Desde el 92 naso en adelante, se observa un

efecto citépatico en las células primarias de RC.

Para el 212 paso en células de RC, se preja-

ran cultivos primarios de células de RC en Ifrascos de

Roux de 500 centimetros clbicos, ubtilizando la técnica
explicada anteriormente.

Después de un weriodo de incubaclbn de 7 dias
a %62C se obtiene una monocapa completa. Despuds, el f1Gi
do que sobrenada es desechado y sustituldo por un volumen
igual del mismo medio de desarrollo, ¥ es inoculado con
parbtes alicuotas del material virico procedente del paso
ne 20,

Después de una incubacidn adicional durante 6
dias a 349C, se desecha el flGido que sobrenada y se sus-

tituye por un volumen irual de medio de mantenimiento,

‘que consta de disolucidn de Hanlis suplementada con 0,735

de hidrolizado de caseina. Desvués de una incubacibn adi~
-cional durante % dlas a 742C, el flhido gue sobrenada es

‘recogldo y clarificado por cenbrifugacibdn.

Se toman muestras para su valoracibn, identifi

;cacién ¥ ensayo de sepuridad, ¥y el virus eg almacenado a

La concenbracidn de virus es de 10° InDSO nOT

ml., determinada en células primerias de RV wor medio'delA

. 3458792
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Sistema de interferencia.

L sz e

Este material de virus es somebtldo después a

ensayo de seguridad, incluyendo esterilidad bacveriana y

"ausencia de agentes extrafios, por inmoculacidn a conejos,

hemsters, cobayas, ratones y monos.

Se llevan a cabo ensayos adicionales de segu-—
ridad en diferentes sistemas de cultivos de vejidos,

Se lleva a cabo un ensayo preliminar de poten

“cia inoculando conejos ¥y MONOS con 109’5 InDSO. Tos ensa-

vos de neutralizacibn de suero (NS) se llevan a cabo en

:células de RMV.

Ios resultados se dan en las Tablas I y IT

siguientes.

345072 5
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Tabla II
;
:Respuesta de anticuerpos de conejos inoculados subcuté-~

neamente con 105’5 InD

50°
Conejo | Muestra de Resultados del ensayo de IS fren-
suero antes | te a 30 InD-~ en células de RNV
n de la inocu . 50, ’
lacidn - 2@ dias despues de la inoculaciodn
1 1/4 1/8
< >
2 1/4 1/8
< / 2 /
3 < L/4 1/16
4 <;l/4 1/8
1/4 1/8
5 < > s
6 < 1/4 1/16
7 < /4 1/16
8 <:1/4 1/8

La preparacibén del virus se distribuye en via-—
éles de vidrio, cada uno de los cuales conbiene un nl. de
“fltido.

» Después, las ampollas son secadas por congela, ;
%cién v cerradas herméticamente.

» Después de su reconstitucidn nor adicidn de
un ml. de agua destilada, la vacuna es inoculada por via
%subcuténea a individuos suscentibvles, siendo las dosis

'individuales de aproximadamente 125 InDBO.

5
1

Iz s .
:logica realizado en un srupo
i

]
(15 que recibieron la vacuna ¥ 10 controles gue vivieron

de 25 niilog seronegativos

‘en estrecho conbacto) se dan en la Tabla ITT.

De los 15 nifios vacunados, 13 tuvieron una ele

i
v
t
3
H

| -2~ 345972

Los resultados de un ensayo de respuesta SEro-

i
1
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vecidn de anticuerpos hasta 1/32 o nis (2 de ellos, que

. se indican por ND, no estuvieron disponibles en el momento

del ensayo). Ninguno mostrd sistomasclinicos de infeccibn.

serolbgicamente.

Tabla ITT

.cuerpos seronevtralizantes.

‘Tos 10 gue esbuvieron en conbacto permanecieron negabivos

"Respuesta seroldgica expresada en concentracidn de anti-

Indi-~ Bdad Muesbra an—
viduos| afios Les de la
vacunacibn | Situacidn

S.M. 2 1/2 < 4

v.8. 2 < 4

M.J. | 2 < b

WR. | 2 < 4 v
H.A 1 <& v
DB.G | 2 < c
VNI | 2 < 4 c
R.F. 2 < 4 7
B.D. 2 <% c
Joa | 1172 <4 c
V.. 1 < 4 v
EP. | 1L < 4 v
L. 1 <= ¢
c.C. 1 < 4. v
AM. 1 & T
‘R.O. 1 <:4- ¢
L.L 2 & v
D.A. 2 <1-!~ ¢

Ly e e

56 ) dlag des-
puesg de }a
vacunacion

s st . et 1ot o e s s e e v e e o]

A\V VvV A Vv W
TR (TR
&~ 0 D
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Tabla IIT (Conb.)

3

Indi- Edad Muesbra an- 56 dias des-
viduos| afios tes de la puds de la
vacunacidn Situacidn| vacunacidn
- S e A T
G.0. 2 1/2 <u C <
M.A. 21/2 <4 v D
J.A. 1 <4 ¢ &
P.A. 21/2 <& v > 2
D, B. 3 1/2 < 4 v - 2
GB.K 5 < v 8
GB.F <4 ¢ < U
V = vacunado
C = en contacto

Ejemnlo 2

Ta técnica es la explicada en el Ejemplo 1,

.pero los pasos se continfan hasbta el paso n2 30 en culti
1 ) =

ivos primarios de células de RC.

H

A partir de los mismos se prepara una vacuna,

J se lleva a cabo un ensayo de seguridad como se ha expli

cado en el ejemplo 1.

‘animales (monos).

[

La potencia de la preparacidn se determina en

Los resulbados se dan en la Tabla IV.

- 14 -
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Tabla IV

" Respuesbta de anticuerpos de monos inoculados pox via in- ¢

‘tramuscular con 102’5 InDSO‘

Muestra de suero
antes de la ino

culacion

< 1/4
< 1/4
< 1/
<1/

de RMV.

e e e e e e et .
Resultadog del ensayo de NS |
frente a 10 InDSO en célulasf

25% 394

1/8 D

1/8 1D

1/8 1/8

1/16 1/16

m dfas después de la inoculacidn.

Ejemolo 3

Partiendo del materisl virico procedente del

naso n? 21 a 349C obbtenido en el ejemplo 1, se realizan

9 pasos adicionales en culbivos primarios de células de

RC, pero a 282C, incluyendo la Gltima operacibn de la

preparacidn de la vacuna.

Ta vacuna obtenida es sometida a ensayo de

“sesuridad e inoculada a monos y conejos para reallzar un

3

ensayo de potencia.

culentes.

Tos resulbados se dan en las Tablas Vy VI si-

- 15 -

345972



10

15

20

25

30

I'I'n lo. 6‘70

Tabla V

‘Respuesta de anticuerpos de monos inoculados nor via in-

tramuscular con 102’O IHDBO'
Mono Muestra de suero | Resultados del ensayo de NS
n antes de la ino- | frente a 10 InDBO en célu-
culacidn las de RMV.
257" 59%
1003 | - <i/4 1/8 - 1/16
977 L4 1/8 1/8

= dias-después de la inoculacibn.
Tabla VI
Resouesba de anbticuerpos de conejos inoculados nor via

intramuscular con 102’0 Ind

50°
Congjo Muestra de suexo | Resultados del ensaro Jde IS
0 antes de la ino- ] frente a 10 InDso en célu-~
culzcidn las de RMV. )

262
29 <i/% 1/8
30 < /4 1/4
31 <i/4 1/16
a2 < 1/4 1/8
33 /4 1/4

2 — |

= dias después de la inoculacidn.

Bjemolo &

La técnica es la explicada en el ejemplo, nero

flos pasos son continuados hasbta el paso n2 51 en culbivos

prlmarlos de oelulas de RC, constando el medio final de

tmantemmlenso de disolucidn de Hanks 53 410511&&1 con 0,7 )/o

™ £y o
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' de hidrolizado de caseina, y conteniendo 50 microgramos de

;cloramfenicol por ml. de disolucidn de Hanks.
. Después de la incubacidn durante 9 dias a
3490, el flfiido que sobrenada es recolectado, clarificado
por centrifugacidn y mezclado con un volumen igual de
disolucidn estabilizante que consta de 70 g. de glubamato
- de potasio, 200 g. de sacarosa y 50 mz. de cloramfenicol
pﬁr litro de agua desbilada, y la mezcla es distribuida
en viales de vidrio que contienen un ml. de agua.
Los viales son después secadas por congela-
_cidn y cerradas herméticamente.

Después de su reconsbitucidn por adicidn de
un ml. de agua destilada, la vacuna es inoculada por via
subcutinea a 65 individuos seronegabivos, llegando la
concenbracidén de las dosis individuales a aproximadamente

102:%InD., en células de WMV 6 107°7 UFP (unidades forma

50
doras de plaquetas) en células de RC 13. Un srupo de 30
niflos seronegativos fue monbtenido en contacto intimo con
los vacunados durante un periodo de 6 semanas.

Un ensayo de respuesta seroldglica realizado en
el grupo de 65 individuos vacunados mostrd que todos me-
nos uno respondieron a la vacuna con una concentracidn me-
_Qia de anticuerpoé de 1/123, determinada en el ensayo de
Inhibicidén de hematosglutinacidn (THA). Ninguno nostrd

«
L

sintomas clinicos de infeccidn. La btobtalidad de los 30
mantenidos en contacto permanecleron seroldgicamente nega-
bivos.
Bjemplo 5
La téenica es la explicada en el ejemplo 1,

:bero los pasos son conbtinuados hasbta el paso n2 6l en cul-

e 345572



tivos primarios de células de RC, constando el medio Tinal
jde mantenimiento de disolucidn de Hanks suplementada con
70,3% de hidrolizado de caseina y con un contenido de 50
rmiorogramos de cloramfenicol ﬁor ml. de disolucidn de

5 Hanks.

Después de uwna incubacidn durante 9 dias a
3420, el f10Gido que sobrenada es recolectadoc, clarificado
‘por centrifugacidn y mezclado con un volumen igual de di-
;solucién estabilizante, que consta de 30 z. de'glutamato

10 'de potasio, 200 g. de sacarosa y 50 mg. de cloramfenicol
-por litro de asua destilada, ¥ la mezcla es distribuida en
:viales de vidrio, con un ml. de agua cada uno.

7 Después, los viales son secados nor congela-
cibn y cerrados herméticamente.

15 , Después de su reconsbtitucidn por adicidn de
un ml. de agua destilada, la vacuna es inoculada nor via
1subcuténea a individuos scronegativos, llezando la concgg:
E'l;racién de las dosis individuales a aproximadamente
105%1un_ en oélules de RV 6 1079 UFP en cblulas de

20  RC 13.

: Un ensayo de respuesta seroldgica realizado
§en un grupo de 7 individuos seronegativos mogtrd que todos
greépondieron a la vacuna con una concenﬁracién:media de
:1/64, determinada en el ensayo de IHA.

25 i Minguno mostrd sintomas c¢linicos de infeccidn.

La presente solicitud que corresponde & la pre-

'sentada en Gran Bretals el 21 de Octubre de 1966, bajo el ;

nim. 47.399, se acoge a los beneficios del articulo 51 del;

vigente Hgtatubo sobre Propiedsd Industrial. !
=1 L
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Los puntos de invencidn propis y nueva que se

-presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-

‘te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si -

guientes:
1.5 Un método para atenuar la virulencia de

virus de rubéola sin pérdida de antigenicidad, que come

prende hacer pasar sucesivamendte una cepa de virus de ru-

béola al menos 15 veces sobre cultivos primarios de teji-
dos de rifidn de conejo.

2.~ Un método sesin la reivindicacidn 1, en
el que el nfmero de pasos sucesivos sobre cultivos prius-~
rios de tejido de riiidn de conejo estd comprendido entre
aproximadanmente 20 y aproximadamente 60,

’ U4 . . s
3.~ Un mébodo segun cualquiera de las reivine

dicaclones 1 y 2, en el gue los pasos son realizados a una

tenmperatura que no excede de 369C,

4.~ Un método semin cualquiera de las reivin-

dicaciones 1 a 3, en el que la duracidn de cada paso suce-

givo no es wayor de 5 dfas.
/
5.~ Un matodo pars preparar ung vacula contra
la rubéola, que comnrende hacer pasar sucesivamente una
cepa de virus de rubdola segin el método explicado en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y utilizar el
virus de rubéla vivo atenuado recolectzdo como ingredieis

te activo para una vacuuna contra la rubdola.

345972
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6.~ Un método para atenuar la virulencia de vi-
rus de rubéola sin pérdida de antigenicidad.
Tgl y como se ha descrito en la MHemoria que an-—
tecede y con los fines que se han especificado. |
5 La presente liemoria consts de veinte hojas es-—

. ’ .
critas a maquina por una sola cara.

liadrid, &4 QGL; 1365
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