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"FUNDAMENTO DE TA INVENCION.

En la inmunizacidén de animales se han emplea-
do ampliamente vacunas de varias cepas de virus de ra-
bia.

Una de las cepas empleadas ha gido la conoci-
da cepa Flury, que se ha usado para la inmunizacidn de
perros, lLa cepa Flury se aiéld por paso de un Virﬁé a
través de cerebros de pollo, y se adapté para desarro-
llarse en huevos embrionados.

Las vacunas que contienen la cepa Flury del vi-
rus de la rabia han.sido dtiles en la inmunizacidén de pe-
rrog contra la rabia. Sin embargo, la vacuna Flury tiene
ciertas desventajas. Contiene una cantidad relativamente
alta de protefnas indeseables a las que puede ser sensi-
ble el animal en tratamiento, y contiene unz cantidad re-
lativawente baja de virus activo.

La cepa EJR.A. del virus de la rabia se dérivé
del virus S.A.D., una cépa de virus fija; aislada origi-
naluwente a partir de un perro rabioso y propagada en ce-
rebro de retén y célules renales de hauster, y despuds
se adaptd a un culbtivo priwmario de tejido de riiidn de
cerdo, Una muestra de la cepa ERA del virus de la rabis
re deposité en la American 1ype Culture Collection, ¥Was-
hington D.C. el 29 de octubre de 1964, y se registrdé a-
117 con el ndmero VR 332.

Las vacunas que contienen la cepa ERA adapta-
da al cultivo priuwario de tejido renal de cerdo se em-
plean aupliauente para inmumizar diversas especies ani-
wales incluyendo perros, gatos y gawado conbra la rabia.

Para determinar si el virus de la rabia es ca-
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pez de producir un ndmero suficiente de anticuerpos de
rabia cuando se inyecta como vacuna en animales, se de-
termina 1la concentracidn de suero de los aniwmales vacu-
nados. Para determinar tal concentracién se ha eupleado
ui procedimiento largo y tedioso en el que se efectdan
ensayos de neutralizacién de suero~virus, preparande di-
luciones en gerie del suero, mezcldndolas con una carti-
dad letal de virus de la rabia, dejéndo’que la mescla de
virus-suero incube durante 1,5 horas a una teuwperatura
de 37¢C para dejar que el anticuerpo de rabia neutrali-
ce el virus,e inoculacidn posterior de la mezcla de rue~
ro-virug en los cerebros de ratones jévenes. La supervi-
vencia de los ratones inoculados comparada con tesuigos
es una wedida de la conceutracidén de anticuerpos de la
rabia.

Durante el pasc & través de tejido priuerio
de rifidn de cerdo, la cepa ERA del virus de la rabia cau-
saba ocaionalmente alzunos pequefios caumbios citopdticos
en los cultivos de tejidos. Sin embargo, la citopatolo-
gfa era irregular, y no se encontrd ninguna relacidn en-
tre los cambios citopdticos y la concentracidn de virus.
Abelseth Can. Vet. Jour. Vol. 5, nf 4, abril 1964, pégl-
nas 84-87, y especialuente la pdgina 86.

Ast pues; no es posible, por observacidn de
los efectos citopdticos, determinar la conceutracidén de
la cepa ERA de virus de rabia, ni wedir los anticuerpos
del suero en sisteuwas de cultivo de tejido.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION.
La invencidn, en este caso, ce reflere a una

cepa de virus de rabia mejorada, a vacunas que coubienen
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tal cepa, y al uso de tales vacunas en la prevencidn de
la rabia en animales.

Un objeto de esta invencidn es proporcionar u-
na nueva cepa mejorada de virus de ravia.

Otro-objeto es proporcionar una cepa de virus
de rabia que es capaz de mostrar un efecto citopdtico
uuy reproducible que se correlaciona'directamente cou la
concentracidén del virus.

Utro objeto mds de la invencidn es proporcio-
nar una vacuda mejorada de virus vivo de rabia atenuado,
Estos y otros objetos de la invencidn se pondrdn de ma-
nifiesto en la descripcidn que sigue.

DESCRIPCION GENERAL DE TA INVENCION.

La invencidén se refiere a un mditodo de prapa-
rar una cepa atenutda modificada de virus de rabia ca-
paz de producir un efecto citopdtico muy reproducible
sobre un tipo de cdlulas seleccionado, y, mds particu-
larmente, capaz de producir un efecto citopdtico sobre
el tipode cdlulas coupatible con la concentracidn del
virus.

' La invencidn se refiere adeuds a vacunas de ra-
bia aque contienen la cepa de virus de rabie mdédificada
de la invencién,

Segin la invencidn se proporciona una cepa ate-
nuada mejorada de virus de rabia que tiene una actividad
citopdtica muy reproducible. La actividad citopdtica de
este virus estd directamente relacionada con su concen-—
tracidn, proporcionando asi un medio Unico de determinar
cuando se ha producido una vacuna de la efectividad de-~

seada. Las vacunas que contienen la cepa modificada de
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virus de la invencién son muy eficaces para proporcionar .
inmnidad contra la infeccidén por rabia, con produccidu
de un minimo de efectos indeseados cuando se administra

2} animaies.

La cepa mejorada de virus de rabia de la inven-
cidn se prepara 2 partir de la cepa ERA de virus de re-
bia. La cepa ERA de la rabia ha sido identificada por ..
k. Abelseth, "Propagation of habies &irus iu Pid Kianey
Cell Cultures", Cen. Vet. J. 5, 64-87 (1964) y M. C. Abel-
ceth, "An atveruated rabies vaccine for domestic animals
produced in tissue culture", Can. Vet. J. 5, 279-2¢0
(1964), como derivada del virus de rabia descrito por P.
renje, "Propagation of raebies virus in cultures ol Haus-
ter Lidney cells", Can. J, Microbiol., 6, 379-434 (.96C).
ieta cepa FRA de vimus de rabia se depositd en la Ameri-
can Type Culture Colection, Washington D.C. el dfa 29 de
octubrd de 1964, y se registrd alli con el mimero VI 332,

Ségﬁn ha sido seiialado por Abelseth en Can. Vet.
Jour, %, 86, la cepa ERA, cuando se ufice pasar & través
de células renales primafias de cerdo, producia ucasio-
naluente efectos citopdticos en las células, sin ninguna
correlacidn con la coucentracidn de virus.

Segin la presente invencidn se ha desarroliado
una nueva cepa de virus de rabia, identificada agul como
cepa PRI, por paso en serie de la cepa ERA a través del
tipo de células estables PKEA de riiidn de cerdo. Esgia nue-
va cepa PRI muestra un efecto citopdiico umy reproducible
que puede usarse de modo rutinario para determinaciones
de virus y auticuerpos de suero.

. Bsto es, adends de su utilidad en la preparaciodn
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Ge vacunas para le inmunizacidn de aniwales conlre la
rabia virulenta.

El tipo de células PK,A de rifidn de cerdo se
inicid a partir del rifidn de un cerdo adulto en noviem-
bre de 1955, por E. Stice de los Laboratorios Cutler. EL
tipo de células se obtuvo de los ILaboratorios Dioldgi-
cos Navales, San Diego, California.'

Se ha encontrado que al cabo de 60 6 70 pasos
en serie se produce un efecto citopdtico muy reprodﬁci—
ble, aue se correlaciona directamente con la concentra-
cidén de virus. Se ha encontrado que, pare lograr los re-
sultados uds consistentes, son deseables 90 ¢ uds pasos
a través del tipo de célula PKéA.

En generazl, los pasos a través del tipo celu-
lar PKéA se efectuan a aproximadamente 372C. Sin ewbar-
go, pueden emplearse teuperaturas dé¢ alrededor de 352C
& 392, '

Esta nueva cepa de la rabia, obtenida después
del mbuero deseado de pasos en serie & travéds del tipo
celular PKQA, es altamente inwundgena y no patdégena pa-
ra los animales, y puede usarse en la preperacidn de u~
na vacuna contra la rabia dtil para la inmunizacidn de
aniwales tales cowmo perros, gatos, ganado, caballos y
cerdos,

La cepa PRI puede hacerse pasar en serie a tra-
vés de cultivos de células renales priuarias de perros
que estén exentos de agentes extrafios, para dar vacunas
aue tienen wun grado $ptimo de exencidn de tales agentes.
En general, se efectian unos 10 § wds pasos en serie, y

usualizente se emplean alrededor de 30 2 60 pasos,




AN

10

15

30

7 06086

Iloja niim.

Las vacunas que coutienen la cepa PRI de virus
de la rabia pueden diluirse con agua destilada o cual-
quier {1dido inyectable farmacéuticamente aceptable, tal
couwo disolucidén salina fisioldgica. Adeuds, puede eumple-
arse en la vacuna un estabilizante tal cowo gelatina uil-
arolizada o N-Z-amina en una cantidad de alrededor de 1
parte por 4 partes de virus. .

Les nuevas vacunas de la invencidn puedeu ad-
winistrarse a animales por inyeccidn iniramuscular.

la valoracién de las vacunas de la invenclidn
eu perros, gatos y otros animales uuestra una proteécidu
congistente frente a2 un ataque por virus de rabia tan
viruleutos como el CVS-31 y el virus "street" (gldndula
salival NCDC A4 1545).

En ningin caso se pudo mostrar, cou un contral
cuidadoso de los aniwales, niuguna reaccidn importanie
ui enfermedad posteriur causadas por la propia vacuna,
PHEPARACION DEL CULYIVO DI TEJIDO D& PKZA.

Se desarroliaroun culiivos en umouocapa, de ciu-~
co a siefe dfas de edad, del {tipo de células renales de
cerdo PKZA, obtenido de los Leboratorios Bioldgsicos Na-
vales, San Diego, Califarnia, en frescos noruwalizeados
de 950 ml., y se hicieron suvcultivos eapleando una di-
golucidén en tripsina-versina, Las células se plantaron
despuds en proporcién de 250.000 células por 1,0 ML de
IHE (disolucidn salina equilibrada de Eerles uds 0,%% de
producto de nidrélisis de lactoalbvumina), mds 10% de sue-
ro de lernero adulto o fetal contenido el tubos de tapdn
de rosca de 16 x 125 mu. ELl suero de teruero se nauvia li-

verado previameute por filtracidén de enticuerpos de rabia
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‘e inhibidores.
KEPRODUCCION DE VIRUS PRI DE IA RABIA.

b os de PKZA de un dia de edad se inocularon
con 0,2 ml de diluciones de virus. Los tubos se dejaron
reposar a temperatura awbiente, protegidos contra la luz,
entes de incubarlos a 372C, para peruwitir la adsorcién
del virus en la monocapa de células.

Un dfa después de la inocﬁlacidn, el medio de
los tubos se sustituyé por un medio de nueva aportacilén
aue constaba de IE 8% de suero de lernero y que tenia
wn pH de 7,4~7,6. Después, el medio de los tubos ge sus=
tituydé cada dos dfas por un medio de nueva aportacidn
que constaba de IHE 4% de suero de ternero y aue ieaia
un pil de 7,6=7,8. .

Comenzendo el cuerto dfa y acabando el €épti-
wo dfa, se observé el’efecto éitopdtico (CPE). EL desa-
rrolld del CPE de la rabia se mostrd primero por el Jdes—
prendiuniento de diferentes tawmafios y distribuciones de
células rodondeadas de las monocapas de células norma=-
les. 4 wedide que mwuenta la infeccidn del tubo, progre-
sa el CPE. Los agujeros y las rasgaduras de la capa de
células ce hacen mds evidentes en tubos fuertemente in-
fectados que muestran una distribucién de 70 a 90% s0-
Lbre la capa de células si se observan dwante un tieupo
suficiente.

Los pasos en serie se hicieron en células
PKZA, y se hicieron ensayos pars determinacién de capa-
cidad de infeccidn por valoracidén en ratones segin las
tdenicas descritas en V=64 y la ilonografia WHO N2 23 "Ia

boratory Techniques in Rabies", WHO, Ginebra (1966).
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Los datos mostrados en la Tabla I que sirue
son una comparacidén de la concentracidén de la vacuua de
la rabia, basada en la capacidad de infeccidén en ratones
(&ID O)’ con la concentracidn de la vacuna de la rabia

en cultivos de tejidos PK,A (TCID ) basada en los efec-

tos citopdticos del virus PRI,
TABLA T

COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE VACUhA DB VIRUS D“

060350

RABIA EN RATONES Y CULTIVO DE TEJIDO

Concentracidén/ml (loglo)

Paso/é Lote DMLSO/ml
178K b 2'7
A3BK A 10’22
52BiC 10?”
{GPLQ 10/’0
82PK2 10:_7’5
3uPn2A 10!’O

B3EIC A 10 ’ 3
BOEK,A PEKL 10 : 3

148 A 0211

149K A —
IGEK,A DK, 100t

" DK, 10”19
" DKy, 10”74
" Dy, —
"D, 10”1
" DK, 102 2
" DR 10

DTCISU/ H

lou , O

J.OI_’O
10973
1o°'2

4 3,

ml

{(liofik
lizado
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T4BLA I (continuacion)

Concentracidn/ul (loglo)

Paso/6 Lote DMI:SO/ml DTCISO/ml

9GPIHA D, 10%77 1002

T DK49 . ‘ — 100’5(hdmem
do)

Tote 12 Ser.lQl

[ 9% . q
" " 105’5 107" (seco
1 " —_— ZLOD’O(luime-L
do)
N Lote 13 Ser.:02
N u 105’0 lob’g(seoo
" n —— lOo ’ 3 (llliﬂle o
. do)
Lote 14 Ser.102
" " 105’5 105’1(5900)

Como se uwuestra en la Tabla I, el uso del sis-

»

teuwa de cdlulas PK,A proporciona un wétodo claro de de-
teriinar cuando se ha alcanzado una potencia suficiente,
por observacién del efecto citopdtico sobre la capa de
cdlulas del cultivo de tejido, ¥y sin necesidad de una
valoracidn en ratones.
LNSAYOS DE NEUTRALIZACION DE SUERO.

Se inocularon diluciones de suero Lurro NCDC,
con una concentracidén de neutralizacidén de suero de

1-8000 frente a 32 DML_.. de la cepa CVS de virus de la

50

rabia, con voliuenes iguales de virus PRI de la rabia

que coutenfan aproxiuadaumente 100 a 500 DT015 /0,25 ul.
Como ce muestra en los daios de la Tabla II

siguiente, la neutralizacidén del efecto citopdtico por
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antisuero de rabia inuune especifico HCDC y neutraliza-
cidn de la letalidad en ratones, identifican la cepa de
virus PRI como de la rabia.
TABIA II
NEUPRALIZACION ‘DE VACUNA DE VIRUS PRI DE RABIA POR AN®I-
SUERO ESPECIFICO DE RABIA.

Virus ’ Concentracidn/ml (chglo)
’g a ’ 6,5 't
PRQA Dn49 lOl de DfCIﬁO
" (neutralizado) Menos de 10~ de DTCI5O
PK2A K49 lOl DML50
" . Menos de 10~ de DMLBO
PK.A DK,. - Lote 8, recoleccidén 9

2 49
Antisuero especifico: suero Burro NCDC cou una concelica-

cidn de neutralizacidn de suerd de
1-8000 frente a 32 DMLSO de virus
Cvs.
PHEPAIfACION DE VACUNA.
Porciones iguales de virus PRI de ralbia, cou
4 DTCI5O/ml, se

uwezelaron con esbabilizante para dar una concentracidn

una concentracidén de eproximadauente 10

final de 80% de virue y 20% de estabilizante. Después se
llenaron hasta 1,2 cc, frascos dmbar de vacuna de dos cc.
y se liofilizaron.

ECTUDIOS DE EFICACIA EN PERROS.

Se vacunaron perros susceptibles coun vacunis
preparadas a partir de cepa de virus de rabia PRI, y se
estiuularon por inyeccidn intracerebral cou un virus Ii-
jo de rabia (CVS). Estos perros se estimularou por in-
yeccidn intracerebral con un virus fijo (CVS).

Bl virus fijo se prepard por inoculacidéu inlrua-
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cerebral de CVS-31l en un cachorrillo. Siete dlas des-
pués de la inoculacidn y una vez observados los sinto-
mas de la rabia, el perro se sacrificd. Se extrajo en-
tonces el cerebro, se triturd en forma de una suspen-
gién al 20% en disolucién salina estéril, se distribuyé
en canbidades de 2,0 ml, y se guardd a -602°C.

Como se wuestra en la Tabla III siguiente; la
valoracidn de las vacunas PRI en perros indicé aue es-
tas vacunas aportaban una proteccidén comsistente Lrente
a esta severa inoculacién. Ademds, couo wuestra la ta-
bla, habia una buena correlacién entre la respuesta de

los anticuerpos y la proteccidn.
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Otro grupo de perros suscepiibles se vacuud
con diluciones de una vacuna PRI liofilizada (paso
P1£2A96 , DK 48) .

27 aias despuds de la vacunacidn, los perros
vacu.iedos y los testigos se inocularon con un virus
wotreel" CHNCPC 1545 que tenfa una conceutracidu de lUD’U
DML50/0,03 ml por inoculacién eun ambos udsculog uaseie~
r08,

Como se ve eun la tabla IV siguiente, esui va-
cuna dio buena proteccidn coutra esta inoculacidi.

[
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Ganudo

Se hizo ensayc para deteruiuar la elicacia de
una. vacuna PRI secada por congelacidén en ganado, o weses
despuds de la vacunacién, por inoculacidén iatramuscular
con un virus "Street", NIDC A£ 1545 aque hauvia experiuen-—
tado un paso a travéds de gldndula salival de perro.

Couo se muestra en los datos de la Pebla V si~
guiente, la vacuna PRI empleada dio proteccidn con g

dosis de alrededor de 100 DTCI5O.
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Gatos
Ia eficacia de la vacuna PRI de la rabiz eun ga-
tos se muestra por los resulbados serolégicos dudos en

la Tabla VI siguiente.
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SEGURIDAD.

Para valorar la seguridad de la vacuna PRI,-
se vacunafon perros y gatos y sé observaron los sintomas de
rabia y otros efectos desfavorables, Durante un perfodo de
dos afios se vacunaron 914 perros vy mds de 100 gatos, Un con=-
trol cuidadoso reveld que no hubo ninguna reaccién ni enfer-
medad posterior,

De modo similar, los ensayos en cerdos y otrog
animales domésticos mostraron que las vacunas PRI de virus
de rabia de la invencién eran vacunas seguras y efectivas

para la prevencidn de la rabia en animales,

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propla y nueve que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paw~
tente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los guc
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~- Un método de preparacién de un nuevo vi-
rus vivo de la rabia,' que muestra un efecto citopdtico de im
portancia rﬁproduéible en células PKZA que se correlaciona
directamente con la concentracién de virus, adecuado para
inmunizar animales contra la rabla, métgdo que comprende pa-

sar el virus de rabla de la cepa ERA por cultivos de tejido
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de células PK,A durante al menos 60 veces, y hacer pasar desg
puds dicha cepa a través de células primarias renales cani-
nas., '

22, . Un método segin la reivindicacién 12, pa-
ra la preparacién de un nuevo virus vivo de rabia que mues=-
tra un efecto citopdtico de importancia reproducible en cé-
lulas PKZA que'se correlaciona con la concentracién del vi-
rus, método que comprende inocular células de la serie celu-

lar PK.A con virus de rabia vivo de la cepa ERA, incubar di-

2
cho virus y c¢élulas en un medio nutriente de cultivo de teji-
do durante un tiempo suficiente para el desarrollo y la mul-
tiplicacién de dicho virus, recolectar dicho virus, y repe-
tir dicha incubacidén y recoleccién de dicho virus en al me-
nos 60 cultivos consecutivos de células PK,A a intervalos de
aproximadamente 4 a 7 dias,

‘ 32, M&todo segin la reivindicacién 18, para
la preparacién de un nuevo virus de rabia que muestré un efed
to citopitico de importancia reproducible en células PK,A que
se correlaciona con la concentracién_del virus, y que es ade-
cuado para inmunizar animales frente a la rabla, método que
comprende inocular células de la serie celular PKZA con vi-~
rus de rabia vivo de la cepa ERA, incubar dicho virus y Qi
chas células en un medio de cultivo de tejldo a una temperas
tura de aproximadamente 32-392C durante un tlempo suficlente
para el desarrollo y la multiplicacién de dicho virus, reco-
1;;tar el virus, repetir dicha incubacién y recoleccidén de
dicho virus en al menos 60 cultivos consecutivos a interva-
los de aproximademente 4 a 7 dfas, inocular células renales
de perro con dicho virue, incubarx dichos virus y células en

un medio de cultivo-de tejido a una temperatura de aproximz-
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damente 32 a 392C durante un tiempo suficiente para el desa-

" krrollo ¥ la multiplicacién de dicho virus, recolectar dicho

virus de dichas células renales de perro, y repetir la incu-
bacién y la recoleccidén citadas de dicho virus en al menos 5
cultivos consecutivos de dichas células renales de perro,

| 48,- Un método de preparacién de una nuevo vi-
rus vivo de la xabia.

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 escrltas

a m&quina por una sola cara,

MADRID, 04, FEB.1977
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