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REF.: Case Na 155951A

' Esta invención se re fiere  a una vacuna contra varice­

l a  y a  métodos para l a  preparación de esta  vacuna.

En p articu lar, l a  invención se re fiere  a una vacuna 

de virus vivo de v arice la , atenuado, seguro y a un método de 

^producción de l a  vacuna mediante l a  propagación seriada del

virus de la  varice la  en sistemas de cultivo celu lares.
'' ¡La vaijicela es uña enfermedad muy contagiosa, fundamen 

talmente de l a  in fancia. La enfermedad se caracteriza típ ica- 

mente por fiebre y aparición de una erupción macular que evo­

luciona rápidamente a través de la s  fa se s de pápula y fo r ja ­

ción de vesícu las. La recuperación se produce habitualmente 

sin  incidentes pero la  enfermedad, incluso en su forma suave,

es desagradable a l a  v is ta  y puede dar lugar a c ica tr ice s con
/

siderab les producidas por la s  vesículas ro tas. En algunos ca­

n sos, l a  enfermedad puede ser  bastante grave ya que puede pro­

ducirse una neumonía v aricé lica  primaria en lo s niños o adul- 

¡I to s. Complicaciones del sistema nervioso central ta le s  como 

atax ia  aguda del cerebelo con temblores e hipotonía muscular 

pueden preceder, acompañar o seguir a la  infección de varice­

la .  Más raramente, se produce una implicación generalizada 

del sistema nervioso central con hemorragias, in filtrac ió n  de 

célu las redondas perivasculares y desmielinización. También 

puede producirse n eu ritis y m ie lit is . La implicación de la  

p ie l también puede ser molesta con aparición de lesiones he- 

morrágicas, bulbosas o gangrenosas.

Por lo  ts,nto, la  prevención de la  enfermedad mediante 

vacunación está  ju stific a d a  para ev itar estos casos y un ob­

jeto  de esta  invención es proporcionar una vacuna segura de 

virus vivos atenuados de varicela para este fin  y un proce­

dimiento para su preparación.
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En e l pasado varios investigadores han intentado la  

vacunación de voluntarios humanos susceptibles con resultados] 

variab les con respecto a l "prendimiento" e intenso desacuerdo 

en cuanto a l a  e ficac ia  protectora. Sin embargo, no aparecie-] 

ron efectos adversos s ign ifica tiv o s a pesar del hecho de que 

estas vacunaciones intentadas eran de voluntarios suscepti­

bles con virus totalmente virulentos en humor vesicu lar pro­

cedente de casos de v a ilce la-zo ste r.

En la  técnica anterior se ha citado la  propagación de 

la  varice la  en diversos sistemas de cultivos celu lares ta le s  

como amnios humano, fib rob lastos de embriones.humanos, célu­

la s  Hela y tiro id es humano pero antes de esta-invención se /
creía  en general que l a  étnica fuente de virus v iab les de varice-

. /
la  exentos de célu las era e l  humor vesicu lar. Caunt y cola- 

/boradores, Journal of Hygiené, 62, 413-424 (1964) citaron e l 

aislamiento de lo s virus exentos de célu las a p a rt ir  del te­

jido de tiro id es humano y Brunell, Virology, 1̂_, 732-4 (1967), 

describió e l aislamiento de virus ( itos de célu las de fibrd 

blastos de embriones humanos. El huror vesicu lar es evidente^ 

mente una fuente inadecuada de v irus vivos para la  producción 

de una vacuna debido a sus existen cias lim itadas y a su viruj 

len cia. El te jido  del t iro id es humano es una lín ea  celu lar 

humana primaria y por lo  tanto es inaceptable como sistema 

de cultivo t isu la r  para l a  propagación y atenuación de lo s 

virus para la  producción de vacunas de virus vivos.

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que e l pa-¡ 

so exento de células.puede se r  conseguido en preparados de 

cultivos t isu la re s  adecuados, que pueden obtenerse en canti-j 

dad virus vivos de varice la  extra-celu lares ú tile s  como añtí 

geno y que a  p a rt ir  de lo s mismos puede prepararse una vacux

P 0 0 R
Q U A L t T Y



10

18

20

25

3 0

viva de varice la  atenuada que evoca en e l hombre una respuest^ 

anticuerpo contra un virus de varice la  virulento sin  producir 

l a s  graves manifestaciones c lín icas de l a  enfermedad.

El procedimiento de esta  invención comprende e l paso 

seriado de virus de varice la  virulentos en un sistema de cul

¿ i  stivo t isu la r . El sistem a de cu ltive  t i su la r  puede ser uno cual, 

quiera adecuado para l a  producción de vacuna y del que se se­

pa que mantiene e l crecimiento del v iru s, ta le s  como la s  ce­

pa:: de cé lu las diploides humanas ilu strad as por Y/1-38 y MRC-5 

cepas de cé lu las diploides animales (resus fe ta l)  y células 

prim arias de oidgensMesco. Los sistemas preferidos son de te­

jido te s t ic u la r  de mono y te jido  de pulmón fe ta l  humano d i­

ploides ta l  como e l WI-38 preparados por métodos conocidos.
/

E l cultivo se incuba a 30-38°C, preferiblemente a unos/
32-36°C, durante 3 a  10 d ías aproximadamente. El tiempo prác­

tico  de incubación v aria  y está  determinado por e l grado de 

propagación v ira l indicado por observación microscópica (v.g . 

CPE). El inoculun puede se r  una suspensión celu lar infectada 

o e l v iru s liberado por-métodos convencionales (v .g . Bonifi­

cación).

Cuando se observa e l grado apropiado de in fectividad,

.habitualmente después de unos 10 a unos 40 pasos seriados del!
v iru s , se retiran  asépticamente lo s  flu idos de mantenimiento. 

Debe observarse que el número de pasos seriados requerido pue­

de depender del aislado o fuente p articu lar de virus u t i l iz a ­

do en la  preparación de la  vacuna. Después la s  láminas cé lu la  

res se enjuagan varias veces con una solución f is io ló g ic a  exen 

ta  de. suero ta l  como solución reguladora de fo sfa to , solución 

sa lin a  (PBS) o solución sa lin a  equilibrada de Hanks. Se agrega 

un estab ilizan te  adecuado ta l  como una composición constituida



por sacarosa, albúmina,glutamina y fo sfato  o sim ilar, en un 

volumen del orden del 5 a l  30 % del volumen original del 

flu ido .

Se separan la s  célu las infectadas de l a  superficie de 

l a  v a s i ja  pasándolas a l  medio estab ilizan te  por sistemas 

apropiados (v .g . congelación-descongelación o rascado de la s  

cé lu la s). Después se reúnen la s  suspensiones de célu las en el 

estab ilizan te y la s  célu las infectadas se rompen todavía más 

por medios apropiados ta le s  como Bonificación.'La suspensión 

rota resultante se c la r if ic a  después por filtra c ió n  para sepa­

rar lo s residuos celu lares y obtener un preparado de virus 

exentos de cé lu las. El preparado de virus resultante se sub­

divide después en un contenedor adecuado para su d istribu ­

ción como vacuna. La dosis puede se r  del orden de 0,1 a 2,0 

mi conteniendo desde 100 hasta unos 1000 unidades infectadas 

en ampollas cerradas a la  llama o en forma de producto l i o f i -  

lizado en v ia le s  tapados l i s t o s  para su reconstitución en 

agua e s t é r i l .  La administración puede realizarse  por escari­

ficación  (punciones m últiples), por v ía  intradérmica o por 

vía subcutánea. . *

El virus de siembra para e l procedimiento anterior se 

a ís la  en el humor vesicu lar procedente de un casó clín ico de 

varice la  y se mantiene en caldo de infusión de ternera a - 70^'.

EJEMPLO 1

Vacuna de varice la  viva atenuada, exenta de cé lu las, prepara­

da mediante 20 pasos seriados en WI-38 

Se realizan  19 pasos seriados de v irus de varice la  en 

un cultivo t isu la r  de WI-38 de l a  forma siguiente:

El aislamiento in ic ia l  del virus de varice la  se hace 

de una muestra de humor vesicu lar obtenida de un niño con va-
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*icelr íc e la  c lín ica . La muestra de humor vesicu lar se recoge en 

caldo de infusión de ternera y se mantiene a -70°C; en el mo­

mento del aislam iento, se descongela la  muestra, se diluye con 

un volumen igu al de caldo de infusión de ternera que contiene 

100 mcg de neomicina y 100 mcg de polimixina por m ililitro  y

se incuba durante 30 minutos a 25 "O. La muestra se inocula en
" 1

cultivos celu lares establecidos de WI-38 de origen diploide
o

fe :al humano y se incuba a 32 C, constituyendo a s í  el naso 1t
de una serie  de subcultivos seriados.

Se observa la d-topatología progresiva típica de la varice­

la y cuando está  suficientemente avanzada (13 d ías después de 

la  Inoculación), se decanta e l líquido que sobrenada y se r e ­

cogen las cé lu la s in fectadas por tripsinización.Después de s^üerar

¡la  tr ip sin a  por centrifugación, se vuelven a suspender la s
í /
¡célu las, se cuentan y se inoculan de nuevo en una serie  fre s-  

ca de cu ltivos celu lares WI-38, constituyendo e l segundo paso 

seriado a 32°C. Los pasos subsiguientes de suspensiones celu­

la r e s  in fectadas se prosiguen de la  misma, forma. El paso de 

virus también puede ser iniciado a p a rt ir  de suspensiones ce­

lu lare s in fectadas mantenidas a - 70°C con ad itivos protectores 

criogénicos t a l  como g lic e ro l, sorb íto l o dim etilsulfóxido, 

que se sabe que preservan la  v iab ilidad  de la s  cé lu las.

Utilizando una suspensión de célu las infectadas del pa­

so 19 como virus de siembra, se prepara una vacuna de varice­

l a  v iva atenuada, exenta de cé lu las, de la  forma siguiente:

Se preparan unos cultivos celulares de WI-38 en fras-. 

eos rodantes de vidrio empleando EMBE, preparado comercial de 

medio de Eagle en solución salina basal de Earle conteniendo 

10 % de suero de ternera fe ta l  sin  calentar como medio de desa 

r ro llo . Dos días después de la  implantación, se t i r a  el medio
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de cultivo y lo s cultivos contenidos en lo s frascos se inocu
6lan  con aproximadamente 2 x 10 células infectadas por frasco 

y se vuelven a alimentar con 100 mi de EBME conteniendo 2 % 

de suero de ternera agamma inactivado.

s Tres días después de la  inoculación el sistema vuelve

a ser  alimentado con 100 mi de EMBE conteniendo 2 % de suero 

de ternera agámma inactivado. La incubación se re a liz a  a 32°C 

en un aparato rodante. Siete días después de la  siembra, los 

cultivos contenidos en*los frascos se lavan dos veces con so­
lución sa lin a  de regulador de fo sfa to , a razón de 100 mi por 

lavado. A cada frasco se aSaden 16 mi del estab ilizan te  

SPGrA. Este último está  constituido por lo s sigu ientes ingre­

dientes: <-

Sacarosa 74*621 g

Fosfato monopotásico 0,45 g

Fosfato dipotásico 1*35 g

L-glutamato monosódico 0,956 g

Albúmina humana (solución a l  25 % de 
albumisol) 40 mi 

*"1 l i t r o .Aguá'destilada e s té r i l  c7s."h asta

El estab ilizan te se prepara disolviendo lo s ingredien­

tes en 800 mi de agua destilada e s té r i l  y llevando e l volu­

men hasta 1 l it r o  con agua destilada ad icional. El pH de la  

composición debe e star comprendido entre 6,9 y 7*1. Se incor­

pora neomicina a una concentración de 50 mcg/ml a lo s  medios 

de cu ltivo , lavado, mantenimiento y estab ilizan te . Se r e a li­

zan valoraciones de l a  in fectividad de cada cosecha en cu lti 

vos de célu las WI-38.

- Después de l a  adición del estab ilizan te , e l contenido 

de/los frascos individuales se congela en cápsulas en un baño
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de COg-alcohol (alrededor de -70°C). El contenido de lo s f r a s ­

cos congelado se descongela rápidamente con intensa agitación 

rompiendo parcialmente l a  lámina celu lar y liberando la s  céluj- 

l a s  a l estab ilizan te  liqu ido . Se reúnen lo s contenidos de lo s 

fraco s, se toman muestras para determinar l a  e sterilid ad  y l a  

in fectiv idad  (determinadas después *de la  sonificación discon­

tinua de una pequeña muestra) y se almacenan a -70°C en un 

congelador mecánicamente operado. Tres semanas más tarde, cua¿ 

do la s  pruebas preliminares de esterilid ad  e infectividad son 

sa t is fa c to r ia s , la s  suspensiones de célu las en* ^estabilizante 

reunidas se descongelan rápidamente y se transfieren  a un apa

rato, de sonificación  flu id a . -
/

y' Alternativamente, puede omitirse el almacenamiento de 

la s  suspensiones reunidas de célu las en estab ilizan te a -70°C 

y e l proceso puede se r  proseguido completando en una so la  ope-j- 

ración continua l a  sonificación  flu id a y e l llenado.

EL aparato de sonificación  flu id a tiene lo s  siguientes 

componentes: ^

1) -Disruptor sonificador de.célu las y accesorios (watímetro,

trompa disruptora ahusada 1/ 2" (12,7 mm) y accesorio de 

f lu jo  continuo de acero inoxidable);

2) V asija  de v idrio  Pyrex de 4 l i t r o s ,  especial, con camisa 

de agua;

3) Cambiador de calor de tubo de acero inoxidable, espiralmen 

te arrollado y provisto de doble pared;

4) Baño refrigerado y circulador;

5) Caudalimetro y

6) üücrobomba de- velocidad variable.

Las condiciones de operación son:

1) Potencia a l a  entrada: 120 watios indicados en e l watímetr<
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1 ultrasónico;

2) Caudal: 150 ml/minuto (medido en e l caudalimetro y contro­

lado externamente mediante la  microbomba);

3) Ciclos de Bonificación: cuatro, por ejemplo e l volumen to-
8 ta l  desplazado a través del sonificador cuatro veces y 

4) Temperatura de operación: 0-4°C;

El accesorio de f lu jo  continuo, l a  v a s ija  de retención 

de 4 l i t r o s ,  e l cambiador de calor, e l caudalimetro y l a  en­

trada a la  microbomba áe montan como una unidad antes de ser ¡
10

.

u tilizados y se e ste r ilizan . Las conexiones externas entre el 

baño circulante refrigerado y la s  porciones de doble pared 

del aparato pe imiten en friar todo e l aparato a 0-4 ̂ C y mante­

nerlo a  esa temperatura durante e l proceso de Bonificación.

1S
Después de la  Bonificación, que prácticamente rompe 

a l  100 % de la s  cé lu la s, l a  vacuna bruta p re-c larificad a  se 

maestrea para la s  pruebas de control y seguridad. La vacuna 

restante se c la r if ic a  por f iltra c ió n  a través de un f i l t r o  

de bu jia sinterizado, de porosidad media (15 mieras) de 1" x

20

-

8" (25,4 x 203 mm) y se recoge en un contenedor previamente 

enfriado. Antes de ser  u tilizado , e l f i l t r o  de bu jía  es im pri­

mado con 1 l i t r o  de estab ilizan te . Después de l a  c larificac ió n  

se toman muestras para la s  pruebas de seguridad animal y se 

centrifuga una muestra de 50 mi y e l  sedimento se vuelve a

25
suspender en 0,5 mi de estab ilizan te  (concentrado 100 veces)

y se tran sfiere  a unos portas para e l  examen microscópico pa­

ra detectar la  presencia de células in tac tas. No se observa

30

ninguna.

La vacuna de varice la  viva f in a l ,  exenta de cé lu la s , 

se dispensa en cantidades de 0,7-1,2 mi y se congela a -70°C 

o bien se congela a -70°C en v ia le s  con tapón de goma para



su subsiguiente preservación por lio f i liz a c ió n , empleando téc 

nicas muy conocidas como la s  descritas por Calnek y colabo­

radores, en Applied Microbiology, Noviembre 1970, vol. 20,

R- 5, págs. 723-726. La inf,actividad fuá demostrada en prepa­

rados de vacuna congelada en húmedo (-70°C) o l io f i l iz a d a  du­

rante por lo  menos 6 meses después.de la  preparación.

Puede prepararse una forma de dosificación  conveniente 

reconstituyendo e l material l io filiz a d o  a l  volumen original 

(0, 7- 1,2 mi) por adición de agua destilada e s té r il  empleando 

alrededor de 0,1 a 1,0 mi de dicho m aterial reconstituido pa­

ra l a  administración parenteral como vacuna contra la  varice­

la .  La forma congelada en húmedo de la  vacuna, que contiene 

d e ,0,7 a 1,2 mi de vacuna* puede se r  descongelada antes de

su empleo, siendo administrada parenteralmente una dosis de
/
unos 0,1 a  1,0 mi de l a  vacuna.

' EJEMPLO 2t ------------
Vacuna de varice la  viva atenuada, exenta de cé lu las, prepara­

da por 15 pasos seriados en WI-38

Se prepara una vacuna de varice la  viva atenuada, exen­

ta  de cé lu la s , empleando prácticamente e l mismo procedimiento 

descrito en e l Ejemplo 1, a excepción de que se rea liza  un 

to ta l de 15 pasos en cultivo t isu la r  WI-38.

EJEMPLO 3

Vacuna de varice la  viva atenuada, exenta de cé lu las, prepara­

da por 15 pasos seriados en WI-38

Se prepara una vacuna de varice la  viva atenuada, exen­

ta  de cé lu la s , empleando prácticamente el mismo procedimien­

to descrito  en el Ejemplo 1 a excepción de que después de 

se is  n iveles de pasos seriados a 32sC, ' se  in ic ia  en el nivel 

del séptimo paso una nueva serie  de pasos a 36BC y se conti-

-  1 0 -
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núa a 36°C hasta e l nivel del decimocuarto paso para la  prepa­

ración de una vacuna en el decimoquinto paso.

EJEMPLO 4

Vacuna de varice la  atenuada viva, exenta de cé lu las, prepara­

da por 20 pasos seriados en WI-38 

Se prepara una vacuna de varice la  viva atenuada, exen­

ta  de cé lu las, empleando prácticamente e l mismo procedimiento 

¡descrito en lo s Ejemplos 1 y 3 , a excepción de que después de 

líos se is  n iveles de- pasos seriados a  32^0, se in ic ia  una 

nueva serie  de pasos a 36^0 a l nivel del séptimo paso y se 

continúa a  36°C hasta e l nivel del decimonoveno paso para la  

^preparación de una vacuna en el vigésimo paso.

/  EJEMPLO 5

Vacuna de varice la  viva atenuada, exenta de cé lu las, prepara­

da mediante 30 pasos seriados en WI-3& - 

Se prepara una vacuna de varice la  viva atenuada, exen­

ta  de cé lu la s , empleando prácticamente el mismo procedimiento 

descrito en lo s  Ejemplos 1 y 3* a excepción de que después de 

lo s se is  n iveles de pasos seriados a 32°C se in ic ia  una nueva 

Aserie de pasos a  36**C a l nivel del séptimo paso y se continúa 

a 36SC hasta e l n ivel del paso 29a para la  preparación de 

una vacuna en e l paso.

EJEMPLO 6 ,

Vacuna de varice la  viva atenuada, exenta de cé lu la s , prepara­

da mediante 4-0 pasos seriados en WI-38 

Se prepara una vacuna de varice la  atenuada viva, exen­

ta  de cé lu la s , empleando prácticamente e l mismo procedimiento 

descrito en lo s  Ejemplos 1 y a  excepción de que después de 

lo s se is  niveles de-pasos seriados a  32°C, se in ic ia  una nue­

va serie  de pasos a 36°C a l nivel del séptimo paso y se conti-
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núa a 3690 hasta e l n ivel del paso 39°  para la  preparación 

de una vacuna en e l paso 409.

EJEMPLO 7

Vacuna de varice la  atenuada viva, exenta de cé lu las, prepara­

da mediante 20 pasos seriados en un cultivo t isu la r  de célu­

la s  testip u lares jde mono

Se prepara una vacuna de varice la  viva atenuada, exen­

ta  de cé lu la s , empleando prácticamente e l mismo procedimiento 

descrito en e l Ejemplo 1, a  excepción de que en lugar del s i s  

tema de cultivo WI-38 se emplea un cultivo t isu la r  conocido 

de cé lu las te sticu la re s de mono con un to ta l de 20 pasos se­

riad os. *

EJEMPLO 8
; -- '---------

Vacuna de varice la  viva atenuada, exenta de cé lu las, prepara­

da mediante 20 pasos seriados en cultivo t isu la r  de célu las 

i t e sticu lares de mono

Se prepara una vacuna de varice la  atenuada v iva, exen­

ta  "de cé lu la s , empleando prácticamente el mismo procedimiento 

descrito  en e l Ejemplo 3 , a excepción de que se u t i l iz a  un 

cu ltivo  t isu la r  conocido de células te sticu lares de mono en 

lu gar del sistema de cultivo WI-38, con un to ta l dé 20 pasos 

seriados.

En resumen, la  Patente de Invención que se so l ic i ta  

deberá recaer sobre la s  sigu ientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la  preparación de un virus 

vivo atenuado de v arice la , exento de cé lu la s, ú t i l  como antí- 

geno en una, vacuna, que evoca en e l hombre una respuesta, anti 

cuerpo contra un virus de varicela virulento sin  producir la s  

graves manifestaciones c lín ica s de la  enfermedad, cuyo proce-



- 1 3 -

1
! . ' " , - 

dimiento consiste en pasar seriadamente e l v iras virulento

a 30-38°C en un preparado de cultivo t isu la r  seleccionado en­

tre  e l grupo formado por cepas de célu las diploides animales 

y humanas y células primarias de origen simiesco, un número
8 de veces su ficien te para atenuar e l  v iru s, seguido de lib e ra-

-
ción del v ir u J  atenuado de la s  cé lu las in fectadas por soni- 

!ficac ión  en presencia de un e stab ilizan te .

 ̂ 2. Un procedimiento según l a  Reivindicación 1, donde 

l a  temperatura es 32°C.*
10 3. Un procedimiento según l a  Reivindicación 1, donde 

l a  temperatura es 36°C.

' ' 4. Un procedimiento según la  Reivindicación 1, donde 

el preparado de cultivo t isu la r  es de cepas de célu las diploi 

des humanas.
18  ̂ 5. Un procedimiento según l a  Reivindicación 4, donde 

l a  cepa de célula diploide humana es el te jido  pulmonar fe-

20

ta l  humano.

6. Un procedimiento según la  reivindicación 5, donde 

-el te jid o  pulmonar fe t a l  humano es WI-38.

7. Un procedimiento según l a  Reivindicación 1, donde 

e l preparado de cultivo t isu la r  es de célu las primarias de 

origen simiesco.

* 8. Un procedimiento según l a  Reivindicación 7) donde

* 28
la s  célu las primarias de origen simiesco son de te jido  t e s t i -  

cular de mono.

9. Un procedimiento según la  Reivindicación 1, donde 

e l preparado de cultivo t isu la r  es de una cepa celu lar d iploi 

de' animal.

30

i t %

10. Un procedimiento según l a  Reivindicación 9? donde 

l a  cepa celu lar diploide animal es de te jid o  de resus fe t a l .
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