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¥l presente invento se rsfiers a un nusvo procedi-
niento gue permite preparar en condiciones puriicularmen-
te intsresantes una vacuna contra la rabia gue presenia
una concentracibdn elevads en virus vivienites o en antie-
no para la vacuna inactivadsa.

Adenda, la vacuna ohtenida segln sata nueve proce-
dimiento puede sar utlilizada sin pelipgro y asegura uh po-
der de protecceidn muy elevado.

Bl presente invento tiens por objeto un nuevo pro-
cedimisnto de preparacidn de una vocuna contra la rabie,
caracterizado por el hecho de que se culbiva una cepa de
virus de la rabiz sobre un cultivo, de una linea celular

\

procedente de un drgeno de mustélido o de una cepa celu-~
lar o incluso sobre un cultivo de células primarias, en
particular procedentes de primates, de mauiferos o de ga-
Lllindceas, efectuindose el cultivo de la cepa de virus
al mismo tiempo gue el cu].‘bé.vo celular en un medio apro-
piado, y luego, despuds de ¢ue se haya molido el tajido
celular, se separa el liquido gque sobrenads, el cual S8
utiliza como vacuna viviente 0 es luego inzctivado por ac
cibén de un agente de inactivaeibn $al como la /3 =propio-
lactona, el aldehido glicidflico o el fommol, pudiendo ser
ventajosumente liofilizada la vacuna para mejorar su con-
sarvacién.

Segin un primer modo de puesia en prictica del inven
to, que permite obtener una vacuna a base de virus ilnac-

tivados, se parte de una caps de virus fija del tipo Pas-

 beur aue ha sido adaptada a las células utilizadas para

el cultivo.

EZn un segundo modo de puesta en prictica del proce-
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dimiento segin el invento, yue pemite obtener una vacuna
vivisnte, ge parte de la cepa de virus nodificada conoci-
Gz con la denominacidn Flury H.E.P.

Conforme al invento, se& puede elezir la linea celu=-
lar que sirve para el cultivo del virus entre las lineas
de cbélulas de brganocs de mustélidos, y, en particular, de
roedores tales como sl ratdn, la rata y el hamster,

Las cédlulas pueden proceder de divarsos 6rganocs ta-
los como la piel, el pulmdn o incluso los riiionzs de es~
tos animales.

3e pueden utilizar, por ejemplo, sszun el invento,
lag lineas celulares conocidas bajo la denominacldn BiK
0 bajo la denominacién NIL, o incluso cualquier otra 1i-
nea celular realizada‘a partir de células de rifionss de
hamgtar y, en particular, de hamstor joven.

Para poner en prictica el procedimiento segﬁh el in
vento, ea nsecesario proceder de lsa maners conocida, a una
adaptacién de la cepa de virus, a las células sobre las
cuales ha de ser efecthado el cultivo.

Conforme al invento, se puede ubtilizar, por ejemplo,
como medio de cultivo, una solucidén isoténica salina que
contiens Acidos aminzdos, vitaminas, glicidos y suero, tal
como, por ejemplo, un medio de cultivo del tipo Jtocker
Ke FPherson.

£l cultivo del virus puede ser efectuado sobre una

~ sugpensidén celular en el medio de culiivo, pero se puede

ubilizar igualmente un cultivo sobre pared de vidrio, en
frasco fijo o giratorio.
Parece preferible, sin embarge, elegir un eultivo

en capa on frasco giratorio.

-3_
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Conforme gl invento, el cultivo puede ser efectua~-
do utilizando un solo medio, siendo el tiempo de culbivo
de aproximadamente 72 a. 96 horas para unas tsmperatura del
orden de 34 a 38C.

S5in embargo, segin un modo de puesta en prictica
particular del invento, Se pusde realizar ventajosamente
en primer lugar el cultivo en un medio gue contiensa suero
durante, por ejemplo, un tiempo de aproximademente 48 ho-
ras, a una temperatura de 34 a 38C, despuds de lo cual
se prosigue el cultivo en un sesundo medio de cultivo
exento de suero y cuyo volumen es notablemsnite menor, por
ejemplo diez veces menor une el volumen del primer medio
de cultivo. ‘

31 cultivo, en este segundo medio sin susro, puede
proseguirse, por ejemplo, durante un tiempo de 24 a 48
horas, lo gue corresponds & un tlempo de cultivo total de
aproximadamente 72 a 96 horas.

Naturalmente, el suerc contenido en el medio de cul
tivo debe ser un suero al cual se adaptan las células.,

Conforme a otra caractsristica preferida del »roce-
dimiento seglin el invento, se realize al comienzo del cul
tivo une modificacidén del pH por introduccién en el medio
de una cantidad suficisnte de gas czrbénico para llevar
su pH a un valor Sptimo generalmente préximo a 7.

Cuando el cultiveo ha terminado, ge procede de mane~-
ra convencional & una congelacidn segnida de una desconsg
lacibn de las eélulas que son lusgo molidas en un liguido
que puede estar corstituldo ventajosamente por el liquido
que sobrenada del medio del cultivo.

Se procede luezo & una centrifugacidn que tlene por

-4 -
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finelidad eliminar los resfduos celulared.

En el caso en gue se prepara sSegun el invento una
vacuna a base de virus inactivados, se efectla lusgo la
inactivacidn afiadiendo de praferencia A -propiolactona
a una dilucidn comprendida entre 1/1000 y 1/6000.

La. inactivaeidn puede efectuarse a temperaturas
compresndidas, por ejemplo, entre (RC y 372C durante tiem=-
pos gue van de alsunas horas a mis de 24 horas.

28 agl como a la temperatura de CR2C, se obitlene en
24 horas una inactivacién suficients con A ~propiolactona

con una dilucién en volumen de 1/5000. Con esta misma di-
lucién se obtlene isualmente una inactivacién satisiacto-
ria en 16 horas a 1899.

Con una dilucién de 1/2000, la /3 -propiolactona per
mite inactivar el virus en tres horas a 2500, nientras
que & una temperatura de 37¢C, la misma inactivacién se
obtlene con una dilucién de 1/4000 después de dos hqras.

Segin el invento, la /3 -propiolactona es praferida
para inactlvar el viius a causa de la buena reproductivi-
dad de los resultados y de la sran seguridad que confie-
ra.

Cuando la preparacidn de la vacunza ha terminado, es
ventajoso proceder a su liofilizacién, operando segin una
téenica convencional.

Conforme al invento, es igualmente ventajoso afiadir

& la. vacuna antes de la liofilizacidn, o en el momento

:del empleo, un liquido que contiene uno de los coadyuvan=-

tes habitualmente utilizados para la potencializacidn de
las vacunas.

Se puede utilizar, por ejemplo, un coadyuvanie oleo-

-5 -
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so constituido, por ejemplo, por un aceite mineral tal co
mo el conocido con la denominecién de "Drakeol" o de
Wayoline' enulsificado con el producté conociao con la
denominaeibn "Arlacel A",

Se pue&é uﬁilizarwigualmenke un proaucto a base de
acelte de cacshuete y de estearato de gluminio tal como
el conocido con le denominacibn "lletabolizable oily adju-
vant n® 65%, )

Se pﬁede utilizar tambiép como coadyuvante una s0-
lucibén de hidréxido de aluminio que contiens aproximeda—
mente 2% de 41,03 seco o incluso de fosfato de aluminio
Al PO4 a8 una concentracifn de 1%, siendo utilizados estos
dos coadyuvantes, por ejemplo, a razdén de 1 mg por ml de
vacund,.

Con la finaolidad de hacer comprender mejor el inven
t0, se describirin shora a %itulo de ilustracidén y sin
ningin caracter limitativy varios modos de puesta en pric
tica.

Se realiza una. suspensién de células de linea HIL
por accidn de la tripsina. Bsta suspensidén es infectada
por adicibn de virus rdbico fijo. Iuego es aistribuida

en frascos de culiivo a los yue se aflade un medio de cul-

tivo de Mac Pherson-Stoker § luego se colocan an estufa

2 une temperatura de 4+ 372C.

Una vez yue la capa celular es conflusnie, las cé-

lulas infectadas son despegadas del cristal por accliébn de

la tripsina y mezcladas con una suspensidn de céiulas no

infectadas en la proporcidén de un volumen de suspensidn

de células infectadas por 3 a 4 volimenes de suspensién

-6 -
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de células no infectadas.

Lsta mezcla ge reparie luego en frascog de cultivo
fijos o rodantes con adicién ds un nuevo medio de cultivo
idéntico al medio de cultivo anteriormente indicado. Los
frascos son mantenidos en estufa a una temparatura de
+ 370C.

Una parte alicuota de la suspensidn de células asi
obtenid as se toma para ser cultivada en liminas de vidrios
en cajas Ge Petri. Estas ldwinas son utilizadas para con-
trolar la cinédtica de la infeccidn por virus.

Después de un tiempo comprendido generulmentz entre
48 y 60 horas, se comprucba la presencia de inclusiones
especificas intracitopldsmicas de tamatios varios.

EL medio de cul%ivo inicial es sustituldo entonces
por un medio nuevo exento de‘éuero a razén de un volumen
de nuevo medio por 10 volimenes de medio eliminado. Z1 pH
del medio es llevado a un valor de 7 por aporbtacidén de
gas carbdénico. X |

Los frascos sa conservan durante todavia 20 a 24
horas a una temperatura de 370G, y luego se congelan en
maga a -3020,. ’ |

Al liquido virulento se recoge después de lu descon
gelacibn y agitacibén violenta de los frascos para reall-
zar un buen despeque del aslento celular.

El 1fquido virulento es luego centrifugado para eli

minar los resfduos celulares, y luego ez filtrado en fil-
tro estarilizante. Los controles de esterilidad son efece—

“tuados en estas diferentes etapas. Ademds, se efectla una

toma que sirve para deteminar la concentracidn infeccio-~

:sa por inoculacién intracerebral en el ratén, y que se

-7 -
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utiliza iguelmente para la reaccibén de fijacidén del com-

4

plemento. :

Ia inactivacidn se efectiia lusgo por le /A ~propio-
lactona dilufda a 1 por 4060, aue se deja actuar dwrante
24 horas a una tempsratura;de 02C y luego durante 2 ho-
ras a 37°C., |

La vacuna es raparti&a luego en ampollas y liofili-
zada en presencia de lactosa que actlia como estabilize-
dor.

Se efectiian luego cogtroies de esterilidad bacterig
lbgica y de inocuildad absoiuta por pruchas cldisicas para
assgurarse de una buena inéctivacién.y de la. eficacia de
la. vacuna. \

EJENPIO II

Un frasco uns coublene una.Suspensién de células
diploides humanas (VI 38) es infectado por adicién de vi-
rus rédbico HEP. Esta suspgnsidn se reparte en dos frascos
de igual contenido que son completados con medio de culti
vo de fagle.

Hecia el tewcero ¢ el cuario dla, se asegura uno de
la presencia en todas las cdlulas de inclusiones rdbicas
especificas.

Las célnlaes diploides asli infectadas son puestas en
suspensgibn despuds de tripsinacidn y son mezeladas con
una suspensidn de células diploides nuevas no infectadas.

48%ta mezcla se efectla, por ejemplo, a. razbn de un volu-

men Ge suspensidén de eédlulas infectadas por 10 vollmenss

de suspensidén de eélulas no infectadas; sl conjunto se

distribuye en 20 frascos de cultivo.

Ia parite gue szobrenada en el frasco infecltado ini-

—8-
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cial es igualmente repartida sntrs los 20 frascos que re—
¢iben cada uno una. nme va cantidad de medio Hagle nuevo.

Una parte alfcuota de la mezela cédlulas infectadas
4+ células no infectadas & parte que sobrenads infectada,
ge toma para ser cultivada en léminas de vidrio en cajas
de Petri.

Iacia el cuarto o ol guinto dfa, la inmunofluores-
cencla permite asegurarse de Ila presencia de inclusiones
riblecas en todas las células.

Ln una variante, hzaeia el segundo o el tercer dia
del cultivo, se cambla el medio ds cultivo por un madio
gue no comprende susro, siendo el volunen del medio nue-
vo, sin suero, por ejemplo 1O veces inferior al volumen
del medio de cultivo inioial.

- 30 congslan los frascoélde cultivo a una temperatu-
ra de ~-30RC.,

Se fecoge el producto virulento y se efectia una to
ma destinada a probar la esterilidad bacferiolégica.y el
poder infeccioso por inoculacidén intracerebral al raton-
eillo reeidn nacido.

Bl virus es lﬁegp contrifugado, filtrado en Tiltro
astarilizante y ﬁcondicionado en ampollas nara ser liofi-
lizado en presencia de un estabilizador constituido por
lactoma.

Algunos frascos son separadog para ser utilizados
para un nuevo control bacterioldsico y para las pruebas
clésicas de eficacia de una vacuna viva no inactivada.

La presente solicitud gue corrssponde a la formula-
da en Trancia, con fecha 22 de junio de 1967, bajo el niw

mero PV 111.547, se acoge a los beneficlos del articulo

-9-
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Los puntos de invencidn propia y nusva que se pre-
gentan para Liue sean objeto de esta solicitul de Pabente
de Invencidén en Espafia, por VEIKTE afios, son los s:if;,uien—-
tes: -

1.~ Procedimisnto de preparacidén de una vacuna con-
tra la rabia, cax‘aeterizqdo por el hecho de gue se culti-
va une cepa de virus de la rgbia sobre un cultivo de una
1linea celular procedente de un Srganc ds mustélido o de
una cepa celular o incluso sobre un cultivo de cédlulas
primarias, efectuiniose el cultivo de la c‘epa de virus
al mismo tiempo uuwe el cultivo celular en un me dio apro=-
piado, ¥y porque luego, después de haber molido &l tajido
celular, se separa el liguido gue sobrenada, que se uti-
liza como vacuna viva o gue, eventualmente, es lusgo inac
tivado por accibn de un agente de inactivacidn.

2= Procedimiento segin la reivindicaecién 1, carace
terizado por el hecho de gue la vacuna es luego liofiliza
da.

3e= Procediniento segin la reivindicacibn 1, carac—
terizado por el hecho de yue para oblener una. vacuna a ba
se de virus inactivados, se parte de una cepa de virus fi
jo del tipo Pasteur.

4.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-

terizado por el hecho de gue para obtener uns vacuns Vie
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va, Se parte de la cepa de virus atenuado conocida con la
denominacién Flury HEP.

5.- Procedimisnto sesin la reivindicacidn 1, carac—
terizadec por el hecho de que se utiliza para el cultivo
del virus una linea celular procedente de un érgano toma-
do de un animal elezido en el grupo constituido por el ra
46n, la rata y el hamster.

6+= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado por el hecho de que se utiliza una linea celular
procedente de un drgano elegido en el grupo constituido
por la piel, el pulmdén y el riiibn.

7.- Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-
terizado por el hecho de gue Se utiliza una linea celular
procedente de cédlulas de rifién de hamster jéven.

. 8.~ Procedimiento sezin la reivindicacién 1, carac—
terizado por el hecho de que se utilizan como cepa celu-
lar células diploides humanas.

Gom Procedimien'b‘p segfin la reivindicacién 1, carac-
terizado por el hecho de que se utilizan para el cultivo
de células primarias células de primates, de mamiferos o
de gallindceas.

10.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac
terizado por el hecho de que se utiliza como medio de cul
tivo una solueidn isoténica salina que contiene dcidos
aminados, vitaminas, glicidos y suero.

11.~ Procedimiento segfin la relvindicacién 1, carac
terizado por el hecho de gue se efectia el cultivo del vi
rus durante un primer tiempo en un medio gue contiene sue
0, ¥ luego, duranta un segundo tiempo, en un medio gue

pusde estar exento de suero y gue dresenta un voluwmen no-

-]l -
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tablenente menor gue el del primer ms dio.

12,- Procedimlento segin la reivindicaeién 1, carac
terizado por el hecho de que se efectie el cultivo en ce-
pa celular o en suspensidn.

13.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado por el hecho de que al comienzo del culiivo, =e
lleva el pli del medlo a un valor Optime generalmente préx_:_i__
mo a 7, por introduccidén de gas carbdnico.

14.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac
tarizado por el hecho de que se realiza la inactivacién
del virus con ayuda de /A -propiolactona a una dilucidn
comprendida entre 1/1000 y 1/6000, o de otro agente de
inactivacién tal como el ‘J’;‘omol.

15.- Procedimiento seglin la reivindicaecién 1, carag
terizado por el hecho de que se introduce en la vacuna un
coadyuvente tal como un coadyuvante oleoso’ o0 un coadyuvan

te a base de compuestos qpe contienen aluminio.
16,~ Procedimisento de preparacidn de una vacuna con

tra. la rabisz.

Tal y como se ha descrito en la liemoria que antecew
ds y para los fines especificados.

Esta lemoria consta de doce hojas escritas a migui-

na por una sola cara.

w1 -



	Bibliographic data
	Description
	Claims



