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Esta invencién se relaciona con la prepara-—
cién de una nueva cepa celular, con el cultivo de virus en
la misma y con la produccibn de vacunas a partir de dichos
virus.

Aunque las células animales primarias se uti-

lizan frecuentemente como medios de cultivo para el crecimien~
to de virus, es de comfin conocimiento que tales células son !
én general indeseables puesto que es necesaria la produccibén ;
fepetida de cultivos a partir de tejidos frescos. Desde un v
ﬁunto de vista econbmico, esto es impracticable cuando se

requieren grandes cantidades para la produccidn comercial de
vacunas. Las células primarias llevan también Ffrecuentemente

contaminantes bacteriales y virales.

Se estn llevando a cabo constantemente inves
figaciones para descubrir cepas celulares viables, estables,
d lineas celulares que sean economicamente adecwuadas para la
Fropagacidén de virus en la produccidn de vacunas humanas y
veterinarias. Se ha encontrado cierto nfmmero de cultivos celu-
lares pero muy pocos de ellos son aceptables por una o ms
razones. Por ejemplo, algunos de tales cultivos llegan a ser
inestables en un periodo de tiempo y no mantienen una veloci-~
dad de crecimiento uniforme. Otros de ellos pueden adquirir
un potencial para la carcinogenesis. En algunos cultivos,

resultan insatisfactorias las velocidades de multiplicacibn
y divisién de un paso al siguiente.
Se ha descubierto una nueva cepa celular,

que puede ser cultivada y sub—cultivaqa durante hasta 35 pasa=-

das aproximadamente, sin mostrar cambio alguno en sus carac-

teristicas y que resulta adecuada para el crecimiento de di-

versos virus para la produccidn de vacunas. La nueva cepa
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celular de la presente invencién es una cepa celular diploidea
derivada de tejido pulmonar embribnico de caninos (CLDLu). En
primer lugar, 1as células se derivan del pulmdn desmenuzado

en un medio de crecimiento, preferiblemente MEM de Eagle suple—
mentado con suero de ternera fetal y conteniendo antibidticos
y un fungicida. El stock celular principal (MCS) del subcul-
t%vo quinceavo se congela y a partir de este MCS se obtienen
chltivos celulares a partir de 20 pasadas adicionales (MCS+20)
reservindose para los estudios de caracterizacibén. La pobla~-
cién celular se dobla en cada pasada entre los dos y cuatro

dlas a 35-379C.

Las siguientes caracteristicas, obtenidas
a partir de estudios %obre células de las pasadas MCS y MCS+20,
définen la nueva cepa. celular de esta invencibn:
1. Las células son del tipo fibroblasto.
2, Las células son‘diploideas tal y como se demuestra por
su cariologia.
3. Las células estén libres de micoplasma, bacterias,
hongos y agentes virales perjudiciales.
4, Las células no son tumorigénicas ni oncogénicas.
5 Las células son caninas tal y como se confirma por el
nfimero de cromosomas diploideus modales (de 78) y por

los ensayos de inmunofluorescencia,

La presente invencibén incluye también un
4istema de cultivo celular que comprende la cepa celular di-
Ploidea de pulmbn canino fetal en un medio nutriente que es
ddecuado para el crecimiento de diversos virus. Preferible-
mente, dicho sistema de cultivo celular incorpora suero de
ternera fetal. Una composicién preferida del sistema de cul~

tivo celular comprende un indculo de aproximadamente 4 x 10
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de las células pulmonares caninas fetales en una solucién 5
que es de 80-90 % aproximadamente con respecto a MEM de Eagle,
gproximadamente 0,15 % con respecto a BSS de Earle con bicar-
bonato y entre 10 y 20 % de suero de ternera fetal (més prefe-;
riblemente 20 %), Se pueden emplear otras formulaciones de
fnedios de cultivo de tejidos para el soporte de las células

de pulmdn canino fetal.

En el sistema de cultivo celular segin la

presente invencién se puede emplear para cultivar una varie- !
dad de virus incluyendo: rabdovirus, por ejemplo cepas de
ﬁlury PV-12 y HEP de virus de rabia; paramixovirus, por
éjemplo virus de parainfluenza tipo 3 y virus de moquillo
canino (cepa Cabasso); orbivirus, por ejemplo virus de
iengua azul; y virus de herpes; por ejemplo virus infeccio-
s0os de rinotraqueitis bovina. La cepa celular de la presente
invencién, en combinacidén con el medio nutriente, ha demos-
trado una notable superioridad con respecto a otras cepas
celulares o lineas célulares, en su capacidad para soportar
el crecimiento de diversos virus, en particular virus de
ﬁabia, que se traduce en unoé titulos muy elevados de los
virus. Igualmente, es de un interés particular el empleo del
sistema de cultivo celular para la produccibén de virus de
rabia para vacunas no solo adecuadas para uso veterinario

sino también para uso humano.

La produccidn de vacunas cae también dentro
del alcance de la presente invencién. Los virus cultivados a
partir del sistema de cultivo celular de esta invencibn, se
Procesan adicionalmente para obtener vacunas mediante métodos
conocidos en la técnica. De este modo, el producto final de

dn cultivo de virus se puede emplear como tal o puede ser
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atenuado o inaétivadB por cualquiex procedimiento conocido
bara proporcioﬂar unématerial antigénico no productor de
knfermedades, que puede ser incorporado en una forma adminis~
grable y dosificado como una vacuna para estimular la produc=—
+ién de anticuerpos por el anfitridn, para la inmunizacidn
activa. La forma de dosificacibn puede incluir aquellos prepa-
bados que son adecuados para administracibdn intranasal, oral

O parenteral, pudiendo comprender adyuvantes-fisiologicamente
dceptables y otros medios de liberacidén retardada asi como

sales y/o agentes tampén.

Se ha llevado a cabo un depbsito de la cepa
¢elular de pulmén canino fetal de la presente invencién en
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La invencidn podré comprenderse mejor por

los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1

Produccidn de la cepa celular

Tejido pulmonar obtenido de un feto hembra
asepticamente separado de una perra en su dia 50 aproximada-
mente de gestacibn, ée desmenuza, se tripsiniza durante 5 mi-
mutos a 372C utilizando una solucibén al 0,25 % de tripsina y
se'deja crecer en una botella de 75 cm2 en un medio compuesto
de 89,85 % de MEM de Eagle en 0,15 % de BSS de Earle con
bicarbonato sddico (1,43 g/litro) suplementado con 10 % de
suero bovino Ffetal. Se incluyen antibidticos (penicilina,

100 unidades/m1, y estreptomicina, 100 mcg/ml) y fungicida
(anfotericina B, 2,5 mcg/ml). La poblacidn celular se dobla
dproximadamente entre los 2 y 3 dfas a 35-372C. Después de la
ﬁripsinizacién y cultivo en el mismo medio durante dos pasadas
ﬁdicionales, se obtiene un crecimiento celular mejorado incre-
mentando el suero bovino fetal 2 20 % en las pasadas 4 a 15.
En el subcultivo 15, el medio se modifica adiciomalmente por
la inclusidn de tampdédn HEPES 0,01 M. Las células obtenidas

en el subcultivo 15 se congelan para proporcionar un stock
Frincipal "de semillas celulares (MCS) que se utiliza en el
mismo medio modificado y se sub-cultiva durante 20 pasadas
ddicionaies (MCS+20). A continuacibn, se caracterizan las
células de la pasada 15 (MCS) y las células de la pasada 35
(MCS+20) »

Las células de MCS y MCS+20 son similares a
fibroblastos y estln libres de micoplasma, levadura, bacterias
y hongos, seglin se determina por la norma standard P-72 de

United States Departament of Agriculture (USDA) Animal &




Plant Health Inépection Service, APHIS, Veterinary Services

(Formely Veterinari Biologics Services (VBS).

Los resultados del anflisis de cromosomas de
las células se muestran en la siguiente Tabla I, en donde
5 sé indica que las células son caninas y la retencidn es de
c?riotipo diploide. |
TABLA I - DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE CROMOSOMAS EN 50 CELULAS
Cromosomas 59 63 65 68 69 71 72 73 74 75 76 77-78 - .79 80 81 82
células - MC$ 1 1 2 2 1 3 3 3 323(46%) 5 2 1
Células ~ MCS+20 1 1 2 3 2 2 & 322(44%) 3 2 1

El anflisis cariotipico para las células
MCS y MCS+20, confirma también la similitud morfolbgica entre
14 gama de 20 pasadas.
Ensayos efectuados con la norma Standard P-72
15 VBS, demuestran que las células estin libres de agentes vira-
1és perjudiciales.
Se efectfian ensayos relativos a la tumorigeni-
cidad y oncogenicidad en hamsters sometidos a tensidén con cor-
tisona; de acuerdo con la norma Standard VBS P-72, anexo B,
20 publicada por la Veterinary Biologics Division de USDA, 1 de
julio, 1970. No existe evidencia alguna de formacidén de tumores
y no se detectaron anormalidades en la comprobacidén de bolsas

u drganos en las cavidades corporales de los hamsters.

El ensayo con respecto a las células no caninas
25 mediante 1a técnica de immunofluorescencia de acuerdo con la
norma standard VBS P=72, anexo D, publicado el 1 de julio de
1.970, confirma la identidad canina de la cepa celular y de=-
mjestra la ausencia de contaminacidn con especies cterdlogas

dé células de uso simulténeo en nuestros laboratorios.
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EJEMPLO 2

Método general para el cultivo de virus en la cepa celular

Se infectan células CLDLu bien en suspensidén o
bien después de la formacidén de una monocapa confluente en re-
cipientes de cultivo, tales como tubos o botellas de 907 g.

A los recipientes de cultivo, que contienen las células, se
aifade virus adecuadamente diluido, tal como 0,2 ml de una di-

incidn de virus de 10-2’0 a 10_3’5, lo que representa una mul-
tiplicidad de infeccidn de 0,0001 a 1. Si el virus se aiflade a

b . . . .
celulas suspendidas, se requiere un periodo de adsorcidn de

aﬁroximadamente'1 hora a 34-372C. El virus diluido que se afla~ |

dé a las monocapas celulares, permanece en contacto con las
células durante un periodo de tiempo, tal como de 0,5 a 1 hora,
a 34-~-372C, para permifir que tenga lugar la adsorcidn. Para

las células infectadas en suspensidn, el medio de crecimiento
consistente en aproximadamente 80~85 % de MEM de kagle en apro-
ximadamente 0,157% de solucibén de sal equilibrada de Earle,
suplementado con 15 a 20 % de suero de ternera fetal, propor-
ciona los nutrientes necesarios para permitir que tenga lugar

1a formacibdn de monocapas. La exclusidén de contaminantes mi-

»cfobiales se mantiene por la presencia de combinaciones de for-

milaciones antibibticas, tal como 100 unidades/ml de penicili-
nd"y 100 még/ml de estreptomicina o 30 unidades/ml de neomici-
nd y 30 unidades/ml de polimixina, mAs 2,5 mcg/ml de anfoteri-
cina B. H1 pPH del medio de crecimiento y mantenimiento, se
cdntrola por la adicidn de tampdn HEPES 0,01 M y bicarbonato
sf@dico al 0,19 %.

Después de la incubacidn a 34-379C durante un
periodo suficiente para permitir que tenga lugar la réplica
viral, se recogen fluildos infectados cuando, en el caso de

virus fitoliticos, el 70-90 % de las células infectadas exhi-

|
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ben ui efecto fitopatpgénico tipico. Para los virus no fitoli-
ticos, los fluldos infectados se recogen cuando la cresta de
crecimiento viral ha tenido lugar, tal y como se muestra por
las valoraciones previas de la curva de crecimiento, normal-
mente 2-7 dfas después de la infeccibn. Los ciclos mfltiples
dé recogidas virales de fluldos infectados son también posi-
bles en-el caso de los virus no fitoliticos, mediante separa-
cién del medio agotado, adicidn de medi& fresto e incubacibdn
continua de las células infectadas hasta que se consigue, en
1--3 dias, una nueva cresta de crecimiento viral.
E:IEMPLb 3

Cultivo de Rabdovirus en la cepa celular

Para adaptarrrabdovirus al sistema de cultivo
célular, se crecen cepas de Flury Pv-12 & HEP de virus de ra-
bia en células CLDLu durante 5-9 pasadas, para preparar virus
dé semillas, Transcurridos 3 & 4 dias, las células se infec-
tdn en suspensiéh, cuando los ensayos de anticuerpos fluores—
céntes muestran wn 10-50 % de células fluorescentes, se sepa~
ran las células infectadas de la pared cristalina del reci-
piente de cultivo con solucibn de tripsina-EDTA y se resuspenr
dén en el medio de crecimiento. Se afiaden células de cada re-
cipiente de cultivo utilizado en el primer ciclo de crecimien~-
td, a cada uno de dos recipientes de cultivo nuevos para el
sdgundo ciclo de crecimiento. Transcurridos 3 6 4 dias de la
divisibén celular 1:2, los ensayos fluorescentes de anticuerpos
de las células infectadas demuestran la presencia de células
pésitivas al 100 % al antigeno de 1a rabia. Los fluidos infec-
tados son recogidos, reunidos y almacenados a -702C en porcio-
nes alicuotas. Los titulos de estas cosechas de virus oscilan

ertre 10°*° y 1071 patén LD

50's/ml’
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EMPLO 4
Cultivo de paramixovirus en la cepa celular

Se prepara virus de parainfluencia, tipo 3,
a partir de virus infectados con células ATCC PK-15, represen-
tando este material 3-4 transferencias de cultivo de tejido
del virus. Transcurridos de 4 a 6 dias desde la inoculacidn
dé los cultivos celulares CLDLu, las células muestran una
marcada degeneracibn en el momento de ser recogidas. Las cé-
lulas y fluidos son reunidos y almacenados a ~702C en partes
alicuotas. Los titulos de tales recogidas de virus oscilan

entre 10°*° y 10’ *%rc1p

50's/ml°

similarmente, se prepara virus de moquillo
chnino (cepa Cabasso) a partir de suspensiones embridnicas de
pollos infectadas con:virus, representando este material de
40 a 45 transferencias de subcultivo del virus. Transcurridos
dé 3 a 4 dilas desde la inoculacibn de la suspensibn celular
CLDLu, las células muestran cierta degeneracibdn en el momento
dé ser recogidas. Las células y fluidos son reunidos y almace-
nados a =709C en partés alicuotas. Los titulos de estas reco-

gidas virales oscilan entre 103'0 y 1040 Tc1p

EJEMPLO 5.

Cultivo de virus de herpes en la cepa celular

50" S/mlo

Se prepara virus de rinotraqueitis bovino in-
féccioso a partir de células primarias de rifidn de bovinos
infectadas con virus, representando este material de 3 a 4
transferencias de cultivo de tejido del virus. Transcurridos
de 4 a 6 dias desde la inoculacidén de los cultivos de CLDLu,
aproximadamente el 75 % de las células aparecen afectadas,
en cuyo momento se recogen. Las células y fluidos son reunidos

y almacenados a ~70°C en partes alicuotas. La valoracibn de
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las cosechas de virus oscila generalmente entre 105'S y

6,0

10 TCID

50's/m.*

EJEMPLO 6

Cultivo de orbivirus en la cepa celular

Se prepara virus de lengua azul a partir de
una suspensién embridnica de pollo infectada con virus, repre-
sentando este material de 45 a 50 transferencias de subcultivo
del virus. Transcurridos de 4 a 7 dias desde la inoculacidn
de los cultivos CLDLu, aproximadamente el 75 % de las células
son afectadas, en cuyo momento se recogen. Las células y
£luidos son reunidos y almacenados a ~702C en partes alicuotas.
La valoracibén de las cosechas de virus oscila generalmente en-

tre 10°*° y 106’5 TCID

50's/m1’

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarse en la prictica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no

alteren su principio fundamental.

REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento para preparar vacunas estimu-
lantes de la produccidn de anticuerposcontra_virus, caracterizg
do porque comprende las etapas de: ‘

a) mantener un cultivo viable de células diploideas de una
cepa celular de pulmdn canino fetal, designada por ATCC No.
CL=175, en un medio de cultivo nutriente;

b) inocular dicho medio con un virus al cual son suscepti-

¢) cultivar dicho virus en el citado medio; ¥
d) recuperaf una cosecha del virus del citado medio.

2,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
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caracterizado porque el medio nutriente incluye suero de

ternera fetal.

3.- Procedimiento seglin la reivindicacida 1,
caracterizado porque dicho virus es un miembro del grupo
consistente en virus de rabia, virus de rinotraqueitis infec-
ciosa bovina, virus de moquillo canino, virus de parainfluenza

tipo 3 y virus de lengua azul.

4.- Procedimiento para preparar vacunas estimu-
lantes de la produccidn de anticuerpos contra virus, tal y co-
mo queda sustancialmente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 12 hojas escritas a mi-
quiga pPor una sola cara.

Tk e o
Madrid, = ¢ 157
CUTTER LABORATORIES, INC.
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