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‘produccién de la vacdné mediante la propagacién seriada del

virus de la varicela en sistemas de cultivo celulares.

. 808, la enfermedad puede ser bastanie grave ya que puede pro-|

REF.: Case N2 1559514

- 2.

‘ Esta invencidén se refiere a una vacunaz conira varice-
la y a métodos para la preparacién de esia vacuna,
En particular, la invencidn se refiere a una vacuna

de virus vivo de varicela, atenusdo, seguro y a un método de
/ .

i
La vaﬁicela es uhz enfermedad muy contagiosa, fundamen

t mente de la infancia. ILa enfermedad se caracteriza iipica-
\

meénte poxr flebre R aparicidn de una erupcibn macular que evo--

luciona rdpidamente a través de las fases de pdpula y forma-
cién de vesiculas, Ia recupefacién se produce habitualmente

gin iﬁcidentes pero'ia enfermedad, @ncluso en su forma suave,
eg{ﬁesagradable a la vista y puede daer lugar a cicatrices con

siderables producidas por las vesiculas rotas, En algunos ca-
/.

ducirse una neumonia varicélics primaria en los nifios o adul+

tos, Complicaciones del sistema nervioso central tales como

ataxie aguda del cerebelo con temblores e hipotonfa muscular
pueden preceder, acompafiar o seguir a la infeccién de varice-
la. Mds raramente, se produce una implicacién generaliiéda
del sistema nervioso central con hemorragias, infiltraecidn de
células redondas perivascularés y desmielinizacién, También
puede produeirse neuritis y mielitis, La implicacién de la

piel tamhién puede ser molesta con aparicidén de lesiones he-

morrdgicas, bulbosas o gangrenosas.

Por lo tanto, la prevencién de la enfermedad mediante |

vacunacidn eatd justificads para evitar estos casos ¥y un ob-
jeto de esta invencibn es proporcionayr uns vacuna segura de
virus vivos atenuados de varicela para este fin ¥y un proce-

dimiento para su preparacién.
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variables con respectd a2l "prendimiento " e inbtenso desacuerdo

L
la exentos de células era el humor vesicular. Caunt y cola=-

/ sislamiento de los virus exentos de células 2 partlr del te-|

‘dad virus vivos de varicela extra-celulares Wtiles como anti

En el pasado varios investigadores han intentado lé
Qacunacién de voluntarios humanos susceptibles con resultados
en cuanto a la ef10a01a protectora. $in embargo, no aparecie-
ron efectos adversos signlflcatlvos 2 pesar del hecho de que
estas vacunaciones intentadas eran de voluntarios suscepti-
bleg con virus totalmente virulentos en humor vesicular pro-
cedente de casos de varicela-zoster, V

En la %écnica anterior se ha citado la propagacidn de
la varicela en diversos sistemas de cultivos celulares tales
como émnios humano,‘fibroblastos de émﬁribnes.hnmanos, célu~
las/ﬁELa & tiroides humano pero anﬁes'de esta-invgncién se

cz;eiia en general que la Ynica fuenie de'vivus viables de varice-
! o . 3
;boradores, Journal of Hygiene, 62, {13-424 (1964) citaron el

jido de tlroides humano N Brunell V)rologY1 31, 732—A (19674;

describié el aislamiento de virus ¢ ~tos de célulam de Libr

T

blastos de embriones humanos, El huror vesicular es evidente

Ty

mente una fuente inadecuada de virus vivos para la produceiém

de una vacuna debido g sus existencias limitadas y a su viru
lencia, El tejido del tiroides humano es una linea celular
huﬁana primaria y por lo tanto es inaceptable éomo sistems
de cultivo tisular para‘la propagacién y atenuacibn de ios
virus para ia produccidén de vacunas de virus vivos.
Sorprendentemente, shora se haz descubierto que el pa-
cguido en preparados de

go exento de células . puede ser cons

cultivos tisulares adecuados, gque pueden obienerse en canti-

geno y que a'partirrde los mismos puede prepararse una vacuna .

POOR
QUALITY
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‘|ta de suero tal como solucidén reguladora de fosfato, sclucibn

’anticuerpo contra wn virus de varicela virulento sin producir

“qu;era adecuado para la produccidn de vacuna y del que se se-
| pa|que mantiene el crecimiento del virus, tales como las ce-

lkpas de células diploides humanas ilustradas por WI-38.y HRC-5{

'prmmarlas de origemsimiesco. Los sistemas preferidos son de te-

|CPE). E1 inoculum puede ser una suspensiép celular infectada
cacién).
.whabitualmente después de unos 10 a unos 40 pasos seriados del

- Debe observarse que el nﬁmero de pasos seriados requerido pue

{de depender del amislado o fuente particular de virus utiliza-

; . . o » - .
|res se enjuagan varias veces con una solucidn fisiolégica exen

Jun estabilizante adecuado tal como una composicién constitufda)

viva de varicela atenuada que evoca en el hombre una respuest

©

las graves manﬁéstaclones clinicas de la enfermedad.
El procedlmlento de esta invencién comprende el paso
seriado de virus de var1cela v1rulentos en un sistema de cul~

tivo tisular. él sistema de cultive tisular puede ser uno cuajl

cepas de células dlploldes animales (resus fetal) y células

jido testicular de mono y tejido de yulmén fetal humano di-
pleiﬁes tal como el WI-38 preparados. por métodos conocidos.,
El cultivo se incuba a 30-38°C, preferiblémente 3 unos
3é-36°0, durante 3 a io dfas aproximzdamente., El fiempo préc-
tico de incubacién varia y estd deterninado por el grado de

propagacidn viral indicado por observaecién microscépica (v.g.
o el virus 1iberado por .métodos convencionalesA(v.g.-sonifi-

Cuando se observa el grado aprOplado de infecﬁ1v1dad,

v1rus, ge retiran aséptlcamente los fluidos de mantenlmlenno.

do en la preparacidn de la vacuna. Despuds las 1éminas celula~

salina (PBS) o solucién salina equilibrada de Hanks. Se agrega
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1 un cultivo tisular de WI-38 de la forma siguiente:

por sacarosa, albmina,glutamina y fosfato o similar; en un.'
volumen del oxrden del 5 al 30 % del volumen original del -
flufdo, '

Se separan las células 1nfectadas de la superficle de
la vasija pasdndolas al delO egtabilizante por sistemas
apropiados (v.g. congelacibn-descongelacibn o rascado de las
células). Después se reunen lag suspensiones de célulaes en el
estabilizante y las células infectadas se rompen todavia mds

por mediog apropiados tales como sonificacién.’la suspensién

[

rota resultante se clarifica después por filtracién para sepa
rar los residuos celulares y obtener un preparado de virus
exentos de células. El preparado de virus resultante se sub-
divide despuds en un contenedor adecuado para su distribu-
cisn como vacuna. La dosis puede-ser del orden de 0,1 a 2,0 .
sl conteniendo desde 100 hasta unos 1000 unidades -infectadas
en ampollas cerradas a la llama o en forma de producto liofi-
Jizado en viales tapados listos para sﬁ.recgnséituciénuén
agua estéril. Ia administracién puede reglizarse por egcari-

ficacién (punciones mﬁltlples), por via intradérmica o por

RSN

via subcutdnea. ‘
El virus de siembra para el proéedimienio anterior se

aigla en ei humor vesicular procedente de un caso clinico de
varicela y se mantiene en caldo de infusién de ternera a ~70%.
EJEMPLO 1 '

Vacunz de varicela viva atenuada, exenta de células, prepara-

da mediante 20 pasos seriados en WI-38

Se realizan 19 pasos seriadeos de virus de varicela en

El sislamiento inioial del virus de varicela se hace

de wa muestra de humor vesicular obienida de un nifio con va-
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'caldo de infusidn de ternera y se qéntiene a -7900; en el mo-

mento delaislamiento, se descongela 1a muestra, se diluye con

' 1a tripsina por centrifugacitn, se vuelven a suspender las

" ca de cultivos celulares WI-38, constituyendo el segundo paso
| ! )

|iseriado a 32°C. Los pasos subsiguientes de suspensiones velu- |

/|eos rodantes de vidrio empleando EMBE, preparado comerclal de

" |medio de Eagle en solucién salina bassl de Barle: conteniendo

_-6 3

G
ey,
)

rice&a clfinica. La muestra de humor vesicular se recoge en

wn volumen 1gua1 de caldo de infusién de terners que contiene
100 mcg de neomicina y 100 mcg de polimixina por mililitro y
se incuba durante 30 minutods a 25 °C. Ia muestra se inocula en
eultivos celul;res establecidos de WI-38 de origen diploide
feTal humano y se incuba a 32 G, constituyendo asi el paso 1

deiuna serie de subcultivos seriados.

B LA
o P Y R . Y "

Se observa Ja cl.topatologla progresiva tipica de la varice~
la ,y cuando estz suficientemente avanzada (13 dias desp}les de
1a inoculacidn), se decanta el liguido que sobrenada y se re

cogen]as células infectadas por tripsinizacién Després de sspares

célulau, se cuentan y se inoculan de nuevo en una gerie fres~

i ¢

lares infectadas se prosiguen de la misma formp. El parso de
?Virus también puede ser iniciado a partir de suspensiones ce-
lulares infectadas mantenidas a ~70°C con adifivos protectbreg
ériogénicos tal como glicerol, sorbitol o dimetilsulféxido,
gque se sabe que presefvan la viabilidad de las células.
Utilizando wna suspensién de células infectadas del pa-
80 19 como virus de siembra, se prepara una vacung de varice-
la viva atenuada, exenta de células, de la forma siguiente:

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

10 %'de suerc de ternera fetal sin calentar como medio de desa

rrollo. Dos dfas despuds de la implantacidn, se tira el medio |

)

[
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de cultivo y los cultivos contenidos en los frascos se inocu-
lan con aproximadamente 2 x 106 células infectadas por frasco
y se vuelven a alimentar con 100 ml de EBME conteniendo 2 %

de suero de ternera agamma 1nact1vado.

! Tres dias después de la inoculacién el sistems vuelve

%lser alimentado con 100 ml de EMBE conteniendo 2 % de suero

1 de ternera agamma inactivado. Ia incubacién se realiza a 32°C

eiiun aparato rodante. Siete dfas después de la siewmbra, los
cultivos contenidos en-los frasecos s¢ lavan doé veces con S0 -
1ﬂcidn salina de regulador de fosfato, a razén de 100 ml por
lavado., A cada frasco se afiladen 16 ml del estebilizante

SPGA. Este dltimo estd constitufdo por los siguientes ingre-

dientfes: \ ,
Sacarosa s '74;621 g.
FPosfato monOpotésicd . o 6,45 g
Posfato dipotdsico . 1,3 g
-ﬂ'3L-g1utamato monosédico T T 0,956 g

Albiming humana (solucidén al 25 % de

albumisol) | 40  ml
"Aguadestilada estéril ¢.s. hasta =1 1itro.

El estabilizante se prepara disolviendo los ingredien-
tes en 800 ml de agua destilada estérll y 11evando el volu-
men hagta 1 litro con agua destzlada adicional, El-pH de la -
composicién debe estar comprendido entre 6,9 y 7,1. Se incor-

pora neomicina a una concentracién de 50 meg/ml a los medios

de cultivo, lavado, mantenimiento y estabilizante. Se reali-

zan valoraciones de la infectividad de cada cosecha en cultbi-
vos de célulaa WI-38.
Después de la adicidn del establlazante, el contenido

de- los frascos 1nd;v1duales gse congela en cdpsulas en wn bafio
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cos congelado se descongela rdpidamente con intensa agitacidni

racifén continug la sonificacidén fluidas y el llenado.

| componentes: i

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

de CO

p-aleohol (alrededor de -70°C). EL contenido de los fras

rompiendo parcialmente la 14mina celular y liberando las célu
las 'al estabilizante 11qui§o. Se reunen los contenidos de los
fracos, se toman mueétras péra determinar lg esterilidad y la
infectividad (determinadas después-de la sonificacién discon-
tinua de una pequefia muestra) y se almacenan a ~70%¢ en wn

congelador meééhicamente operado. Ires semanas més tarde, cuap
do las pruebas preliminares de egterilidad e infectividad son

satisfactorias, las suspensiones de células en :egtabilizante

&

reunidas se déscpngelgn répidamente y se transfieren a un apa-
rato de sonificacién fluida. ‘» L

/; Alternativamente, puede omitirse el almacenamiento de
las suspensiones reunidas de células en estabilizante a u70°0

¥ el proceso puede ser proseguido completando en una sola oped
El aparato de sonificacién fluida tiene los siguientes

1)-Disruptor sonificador de. células y accesoinS'(watimetro,
trompa disruptora ahuséda 1/2" (12,7 mm) ; ;ccesorio de
- flujo continuo de acero inoxidable);
2) Vasija de vidrio Pyrex de 4 litros, especial, con camisa

de agua;

te arrollado y provisto de doble pared;
4) Bafio refrigerado y circulador; '
5) Caudalfmetro Y
6) Microbombs de velocidad variable.
Ias condiciones de operacién son:

f2.Potencia 2 la entrada: 120 vatios indicados en el wat{metr
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iltrasénico;' }

2) Caudal: 150 ml/minuto. (medido en el caud;limetro y contro-
Tado externamente mediante la microbomba)j

3) Ciclos de s9nificagidn:,guatro, por ejemplo el volumen fo»
tal deSplaz;do a traQés dei gonificador cuatro veces y

Q) Pemperatura de operacién: 0-4°C.

4 El accgsorio de flujo continuo, ia vasi ja de retencidn
dj‘4 litros, el cambiador de calor, el candalimetro y la en-
t"

1

utilizados y se esterilizan. Las conexiones externas entre el

ada 2 la microbomba de montan como una unidad antes de ser

bafio 61rcu1ante refrigerado y las porciones de doble pared
del aparato permiten enfriar todo el aparato a Ow4°C_y mante-
nerlo a esa temperatura durante el prdceso de sonificacidn,

Después de la 'sonificacién, que prdcticamente rompe

.él 100 % de las células, la vacuna bruta pre-clarificada se

muestres pars las pruebas de control y seguridad. La vacuna

restante se clarifica por filtracién a través de un filtre

;" de bujie sinterizado, de porosidad media (15 micrag) de " x

B (25,4 x 203 mm) ¥ se recoge en un contenegor previamente
enfrizdo. Antes de ser utilizado, el filtro &;rbujia es impri
ﬁado con 1 litro de estabilizante. Después de la clarificacié
se toman muestras pafa las pruebas de seguridad animal ¥y se.
centfifuga una muestra de 50 ml y el SGdimentb se vuelve a
suspender en 0,5 ml de estabilizante (concentrado 100 veces)

y se transfiere a unos portas para el examen microscépico pa=-

ra detectar la presencia de células intactas. No se observa

ninguna.
Ia vacuna de varicela viva Tinal, exenta de células;
se dispensa en cantidades de 0,7-1,2 ml y se congela a ~70%

o bien se congela a ~70°C en viales con tapén de goma para




~10

18

.

28

30

!
;

/ .
/unos 0,7 & 1,0 ml de la vacuna.

su. subsiguiente preservacién porlliofilizacién, empleando tég
nicas muy cohocidas como las descritas por Calnek y colabo~

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

n? 5, pdgs. 723-726. lLa infectividad fué demostrada en prepa=-
rados de vacuna congélada éﬁ himedo (-70°G) o liofilizada du-
rente por lo menos 6 meses después de la preparacidn.

Puede prépararse una forma de dosificacién conveniente
reconstituyendo el material liofilizado al volumen original
(0,7-1,2 ml) ﬁor adicién de agua destilada estéril erpicando
alrededor de 0,1 a 1,0 ml de dicho material reconstituiao pa~
re lafadministracidn parenteral como vacuna contra la varice-
la. La forma congelada en hﬁmedorde_;a vacuna, que coutitne
@e,b,? a 1,2 ml de vacunay.puede ser descongela@a antey de

/ .
su empleo, siendo administrads parenteralmente una dosis de

| EJEMPLO 2

Vacuna de varicela viva atenuada, exenta de céluias, prepara-

ds, por 15 pasos seriados en WI-38

Se prepara una vacuna de varicela viva atenuvada, exen-
ta de células, empleando prdcticamente el mismo procedimiento
desecrito en el Ejemplo 1, & excepcién de que se regliza un

total de 15 pascs en cultivo tisular WI-38.
EJEMPLO 3

Vacuna de varicelas viva atenvada, exenta de células, prepara-

da por 15 pasos seriados en WI-38

Se prepara una vacuna de varicela viva atenuada, exen-
ta de células, émpleando prasticamente el mismo precedimien;
to descrito en el Ejemplo 1 a excepcién de que después de |
seis niveles de pasos seriados é %29C, 'se inicia en el nivel

del séptimo paso una nueva serie de pasos a 368C y se conti-
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I ntia a 36°C hasta el nivel del decimocuarto paso para la prepas

'serie de pasos a 36%C a1 nlvel del séptimo paso Y se contlnﬁa

11 .

-

racidn de una vacuna en el decimoquinto paso.

- EJEMPLO 4

Vacuna de varicela atenuada v1va, ‘exenta de células, prepara-

da‘por 20 pasos seriados en WI-38

Se bfepara una vacuna de varicela viva atenuada, exen-
ta de células, empleando prdcticamente el mismo procedimiento
descr@to en los Ejemplos 1 y 3, a excepcién de que despuds de
los séis’ niveles de’ 'pasos seriados a 32°C, ge iniciz una
nueve serie de pasos a 36°C al nivel del séptimo paso y se
continda a 36°C hasta el nivel del decimonoveno paso para la

preparacién de una vacuna en el vigésimo paso.

'

/ ' EJRMPLO 5

Vacuna de varicela viva atenuada, exenta de células, prepara-

/ ga mediante 30 pasos seriados en WI~36

Se prepara mna vacuna de varicels viva atenuada, exen-
ta de células, empleando prdcticamente el mismo procedimiento
deserito en los Ejemplos 1y 3, a excepcién de que despuis de

los seis niveles de pasos seriados a 3200 se inicia wa nueva

a 362C hasta el nivel del paso 292 para la preparacidén de

una vacuna en el paso.
© EJEMPLO 6

Vacuna de varicela viva atenuada, exenta de células, prepara=-

da mediante 40 pasos seriados en WI-38

Se prepara una vacuna de varicela atenuads viva, exen-—
ta de células, empleando prdcticamente el mismo procedimienfb
descrito en los Ejemplos 1 y/ﬁ} a excepc%dn de que despuds de
los seis niveles de pasos geriados a 32°C, se inicia una nue-

ve serie de pasos a 3b°c al nivel del séptimo paso y se conti-
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 da mediante 20 pasos'seriadbs en un cultivo tisular de célu-

12 _

. " . - - ,

nla a 362C hasta el nivel del paso 399 para la preparacidn
de una vacuna en el paso 409.
EJEMPLO 7

Vacuna de varicela atenuada viva, exenta de células, prepara-

las testiculares de mono

Se prepara una vacuna de varicela viva atenuada, exen-
ta de células; empleando prdcticamente el mismo procedimiento
descrito en el Ejemplo'1, a excepcibn de que en lugar del sis
tema de cultivo WI-38 se emplea un cultivo tisular conocido
de células testiculares de mono con un total de 20 pasos se-
riados, ' '

EJENMPLO 8

s

/, . .
Vacuma de varicela viva atenuada, exenta de células, prepara-

da mediante 20 pasos seriados en cultivo tisular de células

i testiculeres de mono

Se prepara wna vacuna de varicela atenuada viva, exen-
ta de célulés, empleando prdcticamente el mismo procééimiento
deserito en el Ejemplo 3, a excepcidén de que se utiliza un
cultive tisular conocido de células testiculéres de mono en
lugar del sistema de cultivo WI-38, con un total de 20 pasos
seriados,

. En regumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1.. Un procedimiento para la preparacién de un virus
‘vivo atenuado de varicela, exento de células, 4til como anti-
geno en uns, vacuna, que evoca en el hombre una réspuests anéi
cuerpo contra un virus de variééia virulento sin producir las

graves manifestaciones clinicas de la enfermedad, cuyo proce-
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1z cepa de célula diploide humana es ¢l tejido pulmonar fe-

13

dimiLnto consisﬁe en pasar seriadaménte el virus virulento
a 30-38°C en un preparado de cultivo tisular seleccionado en-
tre el grupo formado por cepas de células diploides animales
y humanas y células primarias de origen simiesco, un ndmero
de veces suficiente para aténﬁar el virus, seguido de libera-
cibn del virud atenuado de las cdlulas infectadas por soni-~
fipaci6n en presencia de un estabilizante.
\ 2. Un‘procedimiento gsegin la Reivindicacidn 1, conde
la;temperaiura es 32°C.°
3. Un procedimiento segln la Reivindicacidn 1, donde
la'teéperatura es 3690.
c 4. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, donde
_elrﬁreparado de cultivo tisular es de cepas de células diploi
deg humanas.

/ 5. Un procedimiento segin la Reivindicacién 4, donde

tal humano, _
6. Un procedimientb gsegtn la Feivindicacidn 5, donde

-el %ejido pulmonar fetal humano es Wi-38.
_ 7. Un procedimiento segin la Reivindi;écién 1, donde
el preparadé de cultivo tisular es de células primarias de '
origen simiesco. '

8., Un procedimiento‘segﬁn la Reivindicacién 7; donde
las células primarias de‘origeh simiesco son de tejido testiw

cular de mono,

o 8. Un procedimiento segin la Heivindicacién 1, donde

el preparado de cultivo tisular es de una cepa celular diploi
de animal. ,
10. Un procedimiento segin 1la Reivindicacién 9, donde

,1@ cepa celular dibloiga animal es de tejido de resus fetal.
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| 11. Un procedimiento seghn la Reivindicacién 6,
donde el estabilizante es SPGA. .
| 12. . Se reivindica por 4ltimo como objeto sobxle el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:.
UN fROGEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN VIRUS VIVO ATE-
NUADO DE VARTCELA. -
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presenté memoria descriptiva que consta de cgtorce péginas

mecanografiadas.

Madrid, 19 de Jayo 1.975
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