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1 ÜUNDAMMIO DE LA INVENCION.

En la  inmunización de animales se han emplea­

do ampliamente vacunas de varias  cepas de virus de ra­

b ia .

5 Una de las cepas empleadas ha sido la  conoci­

da cepa I-'lury, que se ha usado para la  inmunización de 

perros. La cepa Elury se a is ló  por paso de un virus a 

través de cerebros de p o llo , y se adaptó para desarro­

l la r s e  en huevos embrionados.

10 Las vacunas que contienen la  cepa Elury d e l v i ­

rus de la  rab ia  han .sido ú t i le s  en la  inmunización de pe­

rros  contra la  rab ia . Sin embargo, la  vacuna Elury tien e  

c ie r ta s  desventajas. Contiene una cantidad relativam ente 

a lta  de proteínas indeseables a las que puede ser sensi­

15 b le  e l  animal en tratam iento, y contiene una cantidad re ­

lativam ente baja de virus a c tivo .

20

La cepa E.R.A. d e l virus de la  rabia se derivó 

d e l v iru s  S .A .D ., una cepa de virus í i ja ¿  a is lada  o r ig i­

nalmente a p a r t ir  de un perro rabioso y propagada en ce­

rebro de ratón y célu las renales de hámster, y después 

se adaptó a un cu lt iv o  primario de te j id o  de riñón de 

cerdo. Una muestra de la  cepa ERA d e l v iru s de la  rabia 

se depositó en la  American l'ype Culture C o lle c tion , Was­

hington D.C. e l  29 de octubre de 1964, y se reg is tró  a-

25 l l í  con e l  número VR 332.

Las vacunas que contienen la  cepa ERA adapta­

da a l  cu lt iv o  prim ario de t e j id o  renal de cerdo se em­

plean ampliamente para inmunizar diversas especies ani­

males incluyendo perros, gatos y garado contra la  rab ia .

30 Para determinar s i  e l  virus de la  rab ia  es ca-
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paz de producir un número su fic ien te  de anticuerpos de 

rab ia cuando se inyecta  como vacuna en animales, se de­

termina la  concentración de suero de lo s  animales vacu­

nados. Para determinar t a l  concentración se lia empleado 

un procedimiento la rgo  y ted ioso en e l  que se efectúan 

ensayos de n eu tra lizac ión  de suero-virus, preparando d i­

luciones en serie  d e l suero, mezclándolas con una can ti­

dad l e t a l  de v irus de la  rab ia , dejando que la  mezcla de 

virus-suero incube durante 1,5. horas a una temperatura 

de 3720 para dejar que e l  anticuerpo de rab ia  n eu tra li­

ce e l  v iru s ,e  inoculación p os te r io r  de la  mezcla de sue­

ro -v iru s  en los cerebros de ratones jóvenes. La supervi­

vencia de los  ratones inoculados comparada con tes tigo s  

es una medida de la  concentración de anticuerpos do la  

ra b ia »
Durante e l  paso a través de te jid o  primario 

de riñón de cerdo, la  cepa ERA. d e l v iru s de la  rabia cau­

saba ocaionalmente algunos pequeños cambios c itopá ticos  

en los  cu ltivo s  de t e j id o s .  Sin embargo, la  c itop a to lo - 

g ía  era irre gu la r , y no se encontró ninguna re la c ión  en­

tr e  los cambios c itop á ticos  y la  concentración de v iru s . 

Abelsetlx Can. Vet. Jour. V o l. 5, n  ̂ 4, a b r i l  1964, pági­

nas 84-87, y especialmente la  página 86.

A sí pues, no es pos ib le , por observación de 

lo s  e fectos  c itop á tico s , determinar la  concentración de 

la  cepa ERA de virus de rab ia , ni medir los  anticuerpos 

d e l suero en sistemas de cu ltivo  de t e j id o .

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION.

La invención, en este caso, se r e f ie r e  a una 

cepa de. v iru s de rab ia  mejorada, a vacunas que contienen
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t a l  cepa, y a l  uso de ta le s  vacunas en la  prevención de 

la  rab ia  en animales.

Un objeto de esta invención es proporcionar u- 

na nueva cepa mejorada de v iru s de rab ia .

Otro ‘ob jeto  es proporcionar una cepa de v iru s 

de rab ia  que es capaz de mostrar un e fec to  c itop á tico  

muy reproducib le que se correlaciona directamente con la  

concentración d e l v iru s .

Otro ob jeto  más de la  invención es proporcio­

nar una vacuna mejorada de v iru s v iv o  de rab ia  atenuado. 

Estos y otros ob jetos de la  invención se pondrán de ma­

n i f ie s to  en la  descripción  que sigue.

DESCRIPCION GENERAL DE LA INVENCION.

La invención se r e f ie r e  a un mótodo de prepa­

ra r una cepa atenuada modificada de v iru s de rab ia  ca­

paz de producir un e fe c to  c itop á tico  muy reproducible 

sobre ún t ip o  de cé lu las seleccionado, y , más particu­

larmente, capaz de producir un e fec to  c itop á tico  sobre 

e l  tapo de célu las compatible con la  concentración del 

v iru s .

La invención se r e f ie r e  además a vacunas de ra ­

b ia  que contienen la  cepa de v iru s de rab ia  modificada 

de la  invención.

Según la  invención se proporciona una cepa ate­

nuada mejorada de v iru s  de rab ia  que tien e  una activ idad  

c ito p á tic a  muy reproducib le. La activ idad  c itop á tica  de 

este v iru s  está directamente relacionada con su concen­

tra c ión , proporcionando a s í un medio único de determinar 

cuando se lia producido una vacuna de la  e fec tiv id a d  de­

seada. Las vacunas que contienen la  cepa modificada de
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v iru s  de la  invención son muy e fica ces  para proporcionar , 

inmunidad contra la  in fecc ión  por rab ia , con producción 

de un mínimo de e fectos  indeseados cuando se administra 

a animales.

La cepa mejorada de virus de rab ia  de la  inven­

ción  se prepara a p a r t ir  de la  cepa ERA de virus de ra­

b ia . La cepa ERA de la  rab ia  ña sido id en tifica d a  por j,i. 

h. Abelsetñ, "Propagation o f Hables Virus in  Pid Kianey 

C e ll Cultures", Can. Vet. J. , 84-87 (1964) y M. G. Abcl- 

seth, "An atiermated rab ies vaccine fo r  domestic animáis 

produced in  tissu e  cu ltu re", Can. Vet. J. _5, 279-266 

(1964), como derivada d e l v irus de rab ia  descrito  por P. 

Pea je , "Propagation o f rab ies v iru s in  cultures o f háms­

te r  hidney c e l l s " , Can. J. M icrob io l., 6 , 379-484 (i9 6 c ). 

Esta cepa ERA de v irus de rab ia  se depositó en la  Ameri­

can l'ype Culture C-olection, Washington D.C. e l  d ía 29 de 

octubrá de 1964, y se r e g is tró  a l l í  con e l  número VE 332.

Según ha sido señalado por Abelsetñ en Can. Vet. 

Jour. j>, 86, la  cepa ERA, cuando se nace pasar a través 

de célu las renales primarias de cerdo, producía ocasio­

nalmente e fectos  c itopú ticos  en las  cé lu las , sin  ninguna 

corre lac ión  con la  concentración de v iru s .

Según la  presente invención se ha desarrollado 

una nueva cepa de virus de rab ia , id en tifica d a  aquí como 

cepa Pltl, por paso en s e r ie  de la  cepa ERA a través de l 

t ip o  de célu las estab les PK^A de rinón de cerdo. Esta nue­

va cepa PRI muestra un e fec to  c itop á tico  muy reproducible 

que puede usarse de modo ru tinario  para determinaciones 

de virus y anticuerpos de suero.

. Esto es, además de su u tilid a d  en la  preparación30
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de vacunas para la  inmunización de animales contra la  

rao ia  v iru len ta .

E l t ip o  de cé lu las PE^A de riñdn de cerdo se 

iu ic id  a p a r t ir  d e l riñdn de un cerdo adulto en noviem­

bre de 1955, por E. S t ic e  de los  Laboratorios Cutter. E l 

t ip o  de cé lu las se obtuvo de lo s  Laboratorios E io ló g i-  

cos Navales, San Diego, C a lifo rn ia .

Se lia encontrado que a l  cabo de 60 ó 70 pasos 

en se r ie  se produce un e fe c to  c itop á tico  muy reproduci­

d le , que se correlaciona directamente con la  concentra- 

cidn de v iru s . Se ha encontrado que, para logra r los re ­

sultados más consistentes, son deseables 90 ó más pasos 

a través  d e l t ip o  de cé lu la  PKgA.

En general, los  pasos a través d e l t ip o  celu­

la r  P>L,A se efectúan a aproximadamente 372C. Sin embar­

go, pueden emplearse temperaturas de alrededor de 352C 

a 392tf.

Esta nueva cepa de la  rab ia , obtenida después 

d e l número deseado de pasos en se r ie  a través d e l t ip o  

ce lu la r  PKgA, es altamente inmunégena y no patógena pa­

ra lo s  animales, y puede usarse en la  preparación de li­

na. vacuna contra la  rab ia  ú t i l  para la  inmunización de 

animales ta le s  como perros, gatos, ganado, caballos y 

cerdos.

La cepa PRI puede hacerse pasar en se r ie  a tra ­

vés de cu ltivos  de cé lu las renales primarias de perros 

que estén exentos de agentes extraños, para dar vacunas 

aue tienen  un grado óptimo de exención de ta le s  agentes. 

En genera l, se efectúan unos 10 ó más pasos en ser ie , y 

usualmente se emplean alrededor de 30 a 60 pasos.
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la s  vacunas que contienen la  cepa PRI de virus 

de la  rab ia  pueden d ilu irs e  con agua destilada  o cual­

qu ier f lá id o  inyectab le farmacéuticamente aceptable, t a l  

como d iso lución  sa lina  f is io ló g ic a .  Además, puede emple­

arse en la  vacuna un es ta b iliza n te  t a l  como ge la tin a  n i-  

d ro lizada o H-Z-amina en una cantidad de alrededor de 1 

parte por 4 partes de v iru s .

Las nuevas vacunas de la  invención pueden ..ad­

m inistrarse a animales por inyección  intramuscular.

La va loración  de las vacunas de la  invei.'Ción 

en perros, gatos y otros animales muestra una protección 

consistente fren te  a un ataque por v iru s de rab ia  tan 

v iru len tos  como e l  CVS-31 y e l  v iru s "S tree t" (glándula 

s a l iv a l  NCDC 1645).

En ningán caso se pudo mostrar, con un control 

cuidadoso de los  animales, ninguna reacción importante 

ui enfermedad posterior causadas por la  propia vacuna. 

PREPARACION DEL CULTIVO DE TEJIDO DE PKgA .

Se desarro llaron  cu ltivos  en monocapa, de cin­

co a s ie te  días de edad, d e l t ip o  de célu las renales de 

cerdo PICgA, obtenido de los Laboratorios B io lóg icos Na­

va les , San Diego, C a lifo rn ia , en frascos normalizados 

de 96U m i., y se h ic ieron  suucultivos empleando una d i­

solución en tr ip s in a -vers in a . Las cé lu las se plantaron 

después en proporción de 250.000 célu las por 1,0 ML de 

LHE (d iso lu c ión  sa lina equ ilibrada de Earles más 0,6^ de 

producto de h id ró lis is  de lactoalbám ina), más ICfí' de sue­

ro de ternero adulto o f e t a l  contenido en tubos de tapón 

de rosca de 16 x  125 mm. E l suero de ternero se anuía l i -  

uerado previamente por f i l t r a c ió n  de anticuerpos de rabia

i
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e in h ib idores .

REPRODUCCION DE VIRUS PRI DE LA. RABIA.

i1 xb os de PIĈ A de un d ía  de. edad se inocularon 

con 0,2 mi de d iluciones de v iru s . Los tubos se dejaron 

reposar a temperatura ambiente, protegidos contra la  lu z, 

antes de incubarlos a 372C, para perm itir la  adsorción 

d e l v irus en la  monocapa de cé lu las .

Un d ía después de la  inoculación, e l  medio de 

los tubos se sustituyó por un medio de nueva aportación 

aue constaba de LUE 8$ de suero de ternero y que ten ía  

un pH de 7 ,4 -7 ,6 . Después, e l  medio de lo s  tubos se sus­

t itu yó  cada dos días por un medio de nueva aportación 

que constaba de LUE 4# de suero de ternero y que ten ía  

un pll de 7, 6-7 *8.
Comenzando e l  cuarto d ía y  acabando e l  s ép ti­

mo d ía , se observó e l  e fec to  c itop á tico  (CPE). E l desa­

r r o l lo  d e l CPE de la  rab ia  se mostró primero por e l  des­

prendimiento de d ife ren tes  tamaños y d istribuciones de 

célu las redondeadas de la s  monocapas de célu las norma­

le s .  A medida que auuenta la  in fecc ión  d e l tubo, progre­

sa e l  CPE. Los agujeros y las rasgaduras de la  capa de 

célu las se hacen más evidentes en tubos fuertemente in ­

fectados que muestran una d istr ibu c ión  de 70 a 90^ so­

bre la  capa de célu las s i  se observan durante un tiempo 

su fic ien te .

Los pasos en serie  se h ic ieron  en célu las 

PKgA, y  se h ic ieron  ensayos para determinación de capa­

cidad de in fecc ión  por va loración  en ratones segiín las 

técn icas descritas en V-64 y la  Monografía WHO N2 23 "La 

boratory Techniques in  Rabies", WIIO, Ginebra (1966).30
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Loe datos mostrados en la  Tabla I  ciue si¿,ue 

son una comparación de la  concentración de la  vacuna de 

la  rab ia , basada en la  capacidad de in fecc ión  en ratones 

(¿¡íLDj-q) , con la  concentración de la  vacuna de la  rabia 

en cu ltivos  d e 'te jid o s  PK^A (TCID^q) basada en los  e fec­

tos c itop á ticos  d e l v iru s PRI.

TABLA I

COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE VACUNA DE VIRUS DE 
RABIA EN RATONES Y CULTIVO DE TEJIDO

Concentración/mi ( 1°¿í_¡_q)

Paso/ó Lote DML^^/ml LTCI^^/ml

17PN2A 

43PK2A 

52PK2A 

’/BPKgA 

82PKgA 

SuPügA 

BoPlCgA 

BGPICgA PEK1 

148PxC2A 

149PK2A

96PK A DKg
It bk17
II bk23
II

DIÍ33
II

DK36
II

DK40
II

DK46
II

DK48

n 7
y *

15 2  

^ ,7  

37.0
J ,5

¡,7,0

¡>7,3

>7,3

,5,7

10
10
10

6,1
5,9

5,4

10

10
10

5.1 

5,3

4.2

10

10
10

6,5 

5,-5 • 

6,8

107.0

10 »■
i o u,:

10
10
10
10*

10
10
10
10

7.0

7.0

7.0

1.0

,7.0

6.3

6 , 2

4.3 ( l i o f i -
f iz a d o )
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TABLA I  (continuación)

Paso/ó Lote

9óPIC2A DK56

DK
49

II ti

ii n

ti it

u ii

C onc en tra d  dn/ral ( l o g ^ )

DML^q/eüI

104,9

105,5

10
5,0

DTCI^/ml 
_____80

io 6>2

lO ^^liúm ef 
do)

Lote 12 S er.101
>5,9

. 6,0

K q ,
10 r' (seco

10 (Mme-
do)

Lote 13 S er.102 
,5,9

,ó,3

6 Q .
10 ’ (seco

10 (taime 
. do)

Lote 14 S e r .103

ii i» 105’ 5 X O '^ íseco )

'  Como se muestra en la  Tabla I ,  e l uso d e l s is ­

tema de cálu las PK^A proporciona un método c la ro  de de­

terminar cuando se lia alcanzado una potencia su fic ien te , 

por observación d e l e fe c to  c itop á tico  sobre la  capa de 

célu las d e l cu ltivo  de t e j id o ,  y s in  necesidad de una 

va lorac ión  en ratones.

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION DE SUERO.

Se inocularon d iluciones de suero Burro NCDC, 

con una concentración de neu tra lizac ión  de suero de

1-8000 fren te  a 32 DML._m de la  cepa CVS de v irus de la60
rab ia , con volúmenes iguales de v iru s  PRI de la  rabia 

que contenían aproximadamente 100 a 500 DTCI^/0,25 mi.

Como se muestra en los datos de la  Tabla I I  

s igu ien te , la  neu tra lización  de l e fec to  c itop á tico  por
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antisuero de rab ia  inmune e sp ec ífic o  KCDC y n eu tra liza ­

ción de la  le ta lid a d  en ratones, id en tif ic a n  la  cepa de 

v iru s PRI como de la  rab ia .

TABLA. I I

NEÜTRALIZACION-DE VACUNA DE VIRUS PRI DE RABIA POR ANTI- 

SUERO ESPECIFICO DE RABIA.

Virus ConcentracicSn/ml (Lot s ^ )

pk2a dk49 10°,5de DTCIr50

DML50

" (neu tra lizado ) Menos de 10 de DTCI,-n
, n6,0

PK A DK 10r *“2 ^ 4 9  1
" k Menos de 10 de DML^q

PK A DK.n -  Lote 8, reco lecc ión  9¿ 4y
Antisuero e sp ec ífic o : suero Burro KCDC con una concentra­

ción de n eu tra lizac ión  de suero do 

1-8000 fren te  a 32 DML^Q de virus

CVS.

PREPARACION DE VACUNA.

Porciones iguales de v iru s  PRI de rab ia , cou
4 .

una concentración de aproximadamente 10 DTCI^^/ml, se 

mezclaron con es tab ilizan te  para dar una concentración 

f in a l  de 80íS de v iru s  y 20á de e s ta b iliza n te . Después se 

llenaron  basta 1,2 cc. frascos ámbar de vacuna de dos cc. 

y se T io f i l iz a ro n .

ESTUDIOS DE EFICACIA EN PERROS.

Se vacunaron perros susceptib les cou vacunas 

preparadas a p a r t ir  de cepa de virus de rab ia  PRI, y se 

estimularon por inyección  in tra cereb ra l con un virus f i ­

jo  de rab ia  (CVS). Estos perros se estimularon por in ­

yección in tra cereb ra l con un virus f i j o  (CVS).

E l v iru s f i j o  se preparó por inoculación in tra -30
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cerebra l de CVS-31 en un ca ch o rr illo . S ie te  días des­

pués de la  inoculación  y una vez observados lo s  s ín to ­

mas de la  rab ia , e l  perro se s a c r if ic ó .  Se ex tra jo  en­

tonces e l  cerebro, se t r itu ró  en forma de una suspen­

sión  a l  20$ en d iso lución  sa lina  e s t é r i l ,  se d istribuyó 

en cantidades de 2,0 mi, y se guardó a -60SC.

Como se muestra en la  'tabla XXI s igu ien te , la  

va lorac ión  de las  vacunas PRI en perros ind icó aue es­

tas vacunas aportaban una protección  consistente fren te  

a esta  severa inocu lación . Además, como muestra la  ta ­

b la , había una buena corre lac ión  entre la  respuesta de 

lo s  anticuerpos y la  protección .
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Otro grupo de perros susceptibles se vacunó 

con d iluciones de una vacuna PRI l io f i l i s a d a  (paso 

P K 2 A 9 6 ,  D K 4 8 ) .

27 días después de la  vacunación, los  perros 

vacunados y los te s t ig o s  se inocularon con un virus

"S tree t" CNCPC 1545 que ten ía  una concentración de 10 

Dii-íLrü/0,03 mi por inoculación en ambos músculos maoeúe-
5

ros.

Como se ve en la  tab la  IV s igu ien te , esta va­

cuna dio buena protección  contra esta inoculación.
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1

' j

1 0

Panado

Se h izo ensayo para determinar la  e fic a c ia  de 

una vacuna PRI secada por congelación en ganado, ó meses 

después de la  vacunación, por inoculación intramuscular 

con un virus "S t r e e t " , NIDO M  1545 que había experimen­

tado un paso a través de glándula s a l iv a l  de perro.

Como se muestra en lo s  datos de la  'Habla V s i ­

gu iente, la  vacuna PRI empleada dio protección  con una.' 

dosis de a lrededor de 100 DTCI,-...



I I oJ h  m 'im 21

m®
80

M
S,
£

m
o■tí(dH
POO
•S
ex
¡2¡

>fH
a
£

>

a
£

*
*
*
o

tJC8H
P
üO
8•H

í>

a
£

o
§
C5
tsM
H

*

fe63

i 6
y .a
0

a

a
a
3oHfeM

OO

&HO

O
5

fe

* CJ CJ CO ’ co CO
+> T“* -qj- T~ <M CVl CM
w
o ? i*

m1
T—
I

T"1
r-
1

fe v—
A

T~ 5—
A

T-

/ \

T—

A

T—
A

® CM

‘ 4.

evi• evi1 CJ1 CJ| OJ|
ü

iV 1V" T“ v- T“

V V V V V V

OJ cviI I

V  v

Hs
>
■HU8h
©o
§
o

o
a

m9* S _ CO9> S CO
*»

m m

Hl
g

rH

r l 0 'o'
g *d *d
CJ 03 ce

N LQ
•ri •ri

o O rH rH
'd m *&

<U
«ri •H

<H
d O O
,8 o 'H •H •H
•H 0! rH H
O > v**-"

(tí o O
T“
1 _

•H
O

rH o  =r* s 10 O
i—i

O
©
g • 24

3

24
4

24
5 M3'd*Cvl 24
7 o COni*CJ

T"lf\CJ
<D oei !̂ ¡

06086

r*

Cvl

I

25
2 

" 
" 

^
 1

-



TA
BL

A.
 
V 

(co
nti

nua
ció

n)

I
Mojn núm, 22

06086

m©
tíO•H

tí©ftí3W

MOTJ(0H3OO
5
afe

£« &
5

•(>tía)ft
di

3•H&3tí
tía
optí
O
3

***O*d
05

i—!
3OO5
o¡si

0] 05
•H •H
»doí OS
tí • tí
tí ;> tí
O tí o
ft

a
(tí

o 3 o
t

W •p
tí

© ©
3

(4

o(tíu(1)
3O

• t í•P
3

£ 00 •*PV1 voT* CMV" VO CQ CM VOr» 00 CM CM CM CM CMo 1 1 T 1 1 1 1 | 1 1 1 t(tí r— r~ T- T— T— —̂ —̂ r- T— ■*— T—A V V  V V
© CM CM Cvl CM CM CM OJ CM CM CM CM CMtí 1 1 1 . 1 1 1 I 1 1 1 1 1P-t r- T— T— v— r* T”' r- r* T” T—

V N/ V V V V V V V V V V

o
ho
s©
Eh

«
O¡s¡ ,

253 m-
»

m
mCM

VO 257 00 OV o
VOCM

r*
VOCM

o\r*
CM

' J ' &•H
OOíH
a

1

5
O
B

1
*ri
03

s i—1
'0
♦H ©O fdtd
§ ©

©o •p
05 tíí> a
03 «r~i ■B
© a
rd O «
« ir> 

v© H
3 S *0
p< p •Hw Pi
O vO rdO

a
otíCQ VO

© oÜ) $
©

= a g 1
VO o o

rd OVo o
<d 'tí o 1-
05 OI tí -oJi—11—i ■P CM
3 3 ©MO O © (tíO o Pl

COt3||¡ ^  1
CM ' rx  •
CM-*-* 5* O

2  «3
-3 >



06086! toja núm .2 3

Gatos

la  e f ic a c ia  de la  vacuna PRI de la  rab ia  en ga­

tos se muestra por los  resultados sero ldg icos dados en 

la  'labia VI s igu ien te .



á
a

oP)
©3O•H+3
A

I lojft

*
*
•pM
OPM

+3MOP4

ÍÍ

fHO

O Hm a

©t)

■rtO©
+3a
©o
8O

*8
laH
8

o H
* a

Hva

8ft
oe*

t
o

A

8
.8•HO<0

tíO
o
8O

0)•tí

.8•HO

• r i

o

Ha
o

a
«8-p©u

013n•H
t»

24. H- +  -*-
X)6o86 -h -f*.

vO

V
ooo

•ooo
•

oH

o
•v

VO

00 00 
vO CM CM

A
cu <a-
OO VO

•vi- =V
OOo

•
ooo

CMcO VO
CMro

V
OOo

•
oo

oo
-

o
la
00

&
VO

00
»

CM

Os
nro

CM
O
H

*
VO c~- CM t— vt C- m T*

Ko ■*a- ■M- la LA LA 1A •a-
•P
©
es

c - t - 0 - C- 0 - 0 - 0 - C- c~



TA
BL

A 
V

I 
(c

o
n

ti
n

u
ac

ió
n

)

060 S 6 
-p -4£

g
o

P

4 -  - h
HojH  níinr». 25

•+ H- ■+• 4  "t-

*
%

■P
a
oPi

O
<0

H
O
o

.3

P
<1)
O

•H
■P

•P
W

fP
O
(tf

o
£

V O T I V O  C O C O v o ' t f  co co vo ^
v  r* r* rH *—*

^  r

V
■4

V

po
Pl

O
m a

ooo
*oor-i

O
o
o

•
o
I - i

o
rH

<D
-tí

.8
•H
Ort
(4
•P
P
0
O

8
O

rH
a

p
o
p.

o
Eh

g*0
■P
w
p

p
0

o
IT\ P  hP O

«  P<

rH
8

O
©
VO 2

6
8

,0

ll = = 2
6

,8

H CU

CO
VD
CJ

g

$
•H
O
<d
u
*p
s0
o
8

O

rH
s
m
o

c\
o

pa
*8
-P
cd
R

0id
g*0

•ri
O
3rH•ri

Q

0
ñ
•H
>

O
rH

m
o  =rH

*
o

•p
«o

CO IA •4 LA 0 \ 00 rO «¡4* l a '•O C— 0 \ O
C\í ■ 4 "sí* rO v— CO 00 DO CO CO co G \

t*- C*- t - *C-“ c** 00 có co 00 CO CO CO CO

I

10
0



TA
B

LA
 

V
I 

(c
o

n
ti

n
u

a
ci

ó
n

)

tí<x>>
§O

~h +

ii • - 26I lo jn  nurn.

I I I l i l i

06086 

1 l

*
+>wo
PU

o
nj

r~i
3OO
.5

au
o

• r i
-P

•P
m
o

Ph

*
o
¡>

o
£

CQ CM CM CM CMv v v v
^  = = =
V

CM CVI CM OJ CM CMV V v/ v V V
«̂  = r  = -st sV V

tí
a

O  PH
m  B

oo orH

<U•U
tí'O

• t íU
cutí
tí<DO

i-l
B

I
O
EH

Jé
■p
tou
tío

1—t
B

itíO 
.. títíl ofl p<

co
vO

CO
CO

»
0

CM
^ •»

O 0

tí©

>g
•Ho
CTS
ti+»
©O
8o

I—i
B

O

tíO
Pl

•p
nj
tí

a>m
<g
•tío
3r*l

• t í(=1

ra3tí
• t íl> tf\ O = so o1—1 oI—i

-p
g =O

*

M
tS

V CM T— CM ro '3- r— co as 0 CM rO
0 o\ ON O O O O 0 0 8 r*“ T~ r“
*P CO CO CO CO CO CO CO CO 00 CO CO



fH
©r»
gO

Hoja núm,
i

27
06006

y  i% 73
*P O
W O

«S 5
o
p)hoPo•H•P
P|■SJ

-PWO
Ph

*
O
¡g

CU CM
V . V

~

0 O
En
P> rH

©

H

•H
E

O i—1
vU r»
fH
•P

0
ti fe
O 0
Oti ft
0 0
0 E-i

'0
•p
cU H
H E
ti O
© •x

H
0
in  h w

*-3 0
n ft

c
©

H ©
ñ E 0
0 ©

rO © •
c O P< s'O •x '0
•H O ro •rH
O CU O
cU p CU
fH O + ti
•P Pt Jj
ti < 0
0 p¡ CU CU
o 'O M í> ♦
ti +> P< CU ti
O C3 %o
O k P) rH •H

© O
© CU

© rH
rH O ti
O © ra O
'tí ra *© O

Pi ti titi a • p< •H
'O 3 P vo ra
•rl k ti os 0 O
O *H 0 “

-H
'tí ra

P > 0 ra «PÍ
M
•ri cu
P» w *rt 0

w 'tí ra
- It vO 0

* • ro IH

O
•P

f̂-
v-
co

mr*
CO

0
©

>  ■ * 3
CU

O
I



I lo jn  núm. - 2 3 28017..

1 seguridad.

Para valorar la  seguridad de la  vacuna PRI, 

se vacunaron perros y gatos y se observaron los síntomas de 

rabia y otros efectos desfavorables. Durante un período de 

5 dos años se vacunaron 914 perros y más de 100 gatos. Un con­

t ro l cuidadoso reveló que no hubo ninguna reacción ni enfer­

medad posterior.

De modo similar, los ensayos en cerdos y otros 

animales domésticos mostraron que las vacunas PRI de virus 

1Q de rabia de la  invención eran vacunas seguras y efectivas 

para la  prevención de la rabia en animales.

15

REIVINDICACIONES

20

Los puntos de invención propia y nueve que 

se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa­

tente de Invención en España, por VEINTE años, son los que

se recogen en las reivindicaciones siguientesí

i s . -  un método de preparación de un nuevo v i­

rus vivo de la  rabia,' que muestra un efecto citopático de im 

portancia rcproducible en células correlaciona

directamente con la concentración de virus, adecuado para 

inmunizar animales contra la  rabia, método que comprende pa­

sar e l virus de rabia de la  cepa ERA por cultivos de tejido3 0
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1 0

15

20

de células PKLA durante a l menos 60 veces# y hacer pasar des €¡»
pués dicha cepa a través de células primarias renales cani­

nas.

23.- Un método según la reivindicación la, pa­

ra la  preparación de un nuevo virus vivo de rabia que mues­

tra  un efecto citopático de importancia reproducible en cé­

lu las PK2A que se correlaciona con la  concentración del v i­

rus# método que comprende inocular células de la  serie celu­

la r  PI<2A con virus de rabia vivo de la  cepa ERA# incubar d i­

cho virus y células en un medio nutriente de cultivo de t e j i ­

do durante un tiempo suficiente para e l desarrollo y la  mul­

tiplicación de dicho virus# recolectar dicho virus# y repe­

t i r  dicha incubación y recolección de dicho virus en a l me­

nos 60 cultivos consecutivos de células PK2A a intervalos de

aproximadamente 4 a 7 d ias.

32 .- Método según la  reivindicación is# para 

la  preparación de un nuevo virus de rabia que muestra un efec 

to citopático de importancia reproducible en células PK2A que 

se correlaciona con la concentración^.del virus# y que es ade­

cuado para inmunizar animales frente a la  rabia# método que 

comprende inocular células de la serie celu lar PK2A con v i ­

rus de rabia vivo de la  cepa ERA, incubar dicho virus y di­

chas células en un medio de cultivo de tejido a una tempera­

tura de aproximadamente 32-392C durante un tiempo suficiente 

para e l desarrollo y la multiplicación de dicho virus# reco- 

lectar e l virus# repetir dicha incubación y recolección de 

dicho virus en a l menos 60 cultivos consecutivos a interva—

3 0

los do aproximadamente 4 a 7 dias, inocular células renales 

de perro con dicho virus# incubar dichos virus y células en 

un medio de cultivo de tejido a una temperatura de aproxima-
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Sámente 32 a 39SC durante un tiempo suficiente para e l desa­

rro llo  y la  multiplicación de dicho virus, recolectar dicho 

virus de dichas células renales de perro, y repetir la  incu- 

oación y la recolección citadas de dicho virus en a l menos 5 

cultivos consecutivos de dichas células renales de perro.

42. -  un método de preparación de una nuevo v i ­

rus vivo de la  rabia.

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que 

antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta hojas escritas 

a máquina por una sola cara.

Ma d r id , O 4. FEB. 1 9 7 7
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