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La presente invencidn se refiere a un procedimiento 
para aislar una nueva cepa de virus de la rabia; a un procedi­
miento para preparar nuevas vacunas de cultivos de cálulas vi­
vas o inactivadas, a partir de la nueva cepa; y a un procedi­
miento para inmunizacidn de animales de sangre caliente utili­
zando tales vacunas.

Más particularmente, la presente invencidn se refie­
re a un proceso para aislar una nueva cepa del virus, identifi­
cada en lo sucesivo como cepa 675, por una seleccidn en placa 
específica para el efecto citopático in vitro, sequido por tres 
purificaciones clónales. Además, la presente invencidn se re­
fiere particularmente a la produccidn de nuevas vacunas de cui 
tivos de cálulas vivas o inactivadas, y a su administración an 
tes y despuds de la exposicidn, por diversas vías, tanto a los 
animales domásticos y salvajes como al hombre. El tipo vivo 
de esta vacuna es muy apropiado para administracidn oral. La 
administracidn oral es muy conveniente para la inmunizacidn 
(que en lo sucesivo denominaremos "vacunación oral"), por ejem­
plo, de corros. Las vías de administracidn tanto oral como 
otras no parenterales, tales como la administración intestinal 
o intranasal por pulverización, a otros animales salvajes epi- 
demioldgicamente importantes, a los animales domásticos y a 
los seres humanos, forman tambián una característica de la pre. 
sente invencidn.

Es conocida la lucha contra las infecciones virales 
de la rabia en los animales de sangre cáliente por la adminis­
tracidn parenteral preventiva de vacunas (por ejemplo, las va­
cunas Flury LB3? (Paso reducido por huevos) o HEP (Paso elevado 
por huevos), que se obtuvieron como se describe a oontinuacidn.

El 29 de enero de 1939 murld, en el Estado de Geor-
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già, EE.UU., una niHa llamada Flury, diagnosticándose la rabia 
como causa de su muerte, despuás de infección por un perro ra­
bioso. El virus de la rabia fuá aislado del cerebro, las glán­
dulas lacrimales y las glándulas salivares de la niña por me­
dio de inoculaoián intracerebral en ratán blanco, según se des­
cribe en Leach C.N. y Johnson H.N., Amer. J. Trop. Med. 1940, 

335.
El material del cerebro de los ratones se inoculá in 

tracerebralmente en pollos da un día y posteriormente se efec­
tuaron 136 pasos intracerebrales en pollos, según Koprowski H. 
y Cox H.R., J. Immunol, 1948, 60: 533. Después de dos pasos 
intracerebrales adicionales en pollitos, el virus de la rabia 
se adaptá a los embriones de pollo por medio de una inoculaoián 
del saco vitelino (yema). Despuás de 60 pasos por el saco vi­
telino, el virus aparecía prácticamente apatogánico para una 
serie de mamíferos y se encuentra disponible, a nivel de estos 
pasos seriados como vacuna de la rabia para los perros con el 
nombre de vacuna Flury LEP. Despuás de otros pasos más por em 
briones de pollo (hasta unos 170-174 pasos), se comprobá que 
el virus había perdido mucha más patogenicidad, hasta el punto 
de que ratones de laboratorio de dos semanas de edad no morían 
despuás de administración intracerebral, aunque los ratones 
lactantes seguían muriendo. Esta vacuna se encuentra disponi­
ble con el nombre de vacuna Flury HEP (vacuna Flury de paso ele 
vado por huevos).

Aunque estas vacunas LEP y HEP han sido eficaces en 
la prevencián de la infeccián de la rabia cuando se utilizan 
como vacunas previas a la exposicián, sigue existiendo la nece­
sidad de otras vacunas de la rabia, como ha quedado demostrado 
por nuevas y recientes medidas de control efectuadas a escala
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nacional e internacional. Por ejemplo, el control de la ra­
bia selvática en los paisas desarrollados, en los que esta en 
fermedad ha sido endámica durante mucho tiempo, o en los que 
ha sido introducida más recientemente, es una de las situacio­
nes existentes, difíciles y ecolágicamente complicadas, para 
las que no se dispone de ningán mátodo eficaz y econámico de 
control.

El tratamiento de seres humanos con vacunas posterio 
res a la exposicián ha creado asimismo numerosos problemas en 
países infectados con el virus de la rabia, de todo el mundo. 
Por estas razones, la investigación sobre la rabia se ha dirigí 
do a los problemas de la vacunación anterior y posterior a la 
exposicián y a la inmunización por una vía no parenteral, pre­
ferentemente oral.

Como resultado de la investigación y experimentación., 
se ha desarrollado una nueva cepa de vacuna, que puede adminis 
trarse por diferentes vías, es decir, que se puede administrar 
parenteral y no parenteralmente, y que parece proporcionar una 
protección completa cuando se administra tanto antes como des- 
puás de la infección con el virus de la rabia.

La posibilidad de una eficaz administración oral, 
con la finalidad de* conseguir la "vacunación oral" de los ani­
males salvajes, que son los más importantes transmisores y/o 
fuentes de la rabia, se comprenderá que es una de las principa 
les ventajas de la presente invención.

La cepa 675 de vacuna viva es la cepa más apatogeni- 
ca de las cepas de vacuna de la rabia que se conocen hasta el 
momento. Ofrece la posibilidad de protección despuás de expo­
sición a la infección por los virus del exterior o del ambien­
te, incluso con el uso de una sola dosis adecuada de vacuna..

-  4 -



5

10

15

20

25

30

-  5 -

La vacuna inactivada preparada con esta cepa 675 protege Igual 
mente después de la exposición, pero en menor grado. La vacu­
na viva posee un elevado grado de antigenicidad, que alcanza 
prácticamente en los mismos valores el tipo inactivado de vacu 
na. Las vacunas vivas e inactivadas son vacunas del tipo de 
cultivo de c¿lulas, prácticamente libres de proteínas extrañas, 
lo que disminuye sustancialmente, si no totalmente, el grado 
de reaociones colateral indeseables.

La nueva cepa del virus se aisló del siguiente modo:
El virus de la vacuna Flury HEP se propagó en fibro­

blastos primarios o secundarios de embriones de pollo SPF, y 
fuá tamblán identificado como el virus de la rabia con ayuda 
de inmunofluorescencía específica de los fibroblastos infecta­
dos, por una prueba de protección del ratón a través de vacuna-' 
ción Intraperltoneal, seguida por la administración de un virus 
normalizado provocador de la rabia (CVS) y por pruebas de sero- 
neutralización in vitro con suero positivo conocido (Suero in­
ternacional de Referencia de la Rabia).

Podrá apreciarse que para la propagación de la vacu­
na Flury HEP de partida, puede aplicarse otras líneas celulares 
susceptibles a la rabia y cepas de cálulas diploideas, en lugai 
de los fibroblastos de embriones de pollo SPF.

Con el uso del procedimiento de prueba en placa en 
los fibroblastos de embrión de pollo (SPF), según Yoshina, K 
et al., Arch. ges. Virusforsch., 1966, 1j8: 370 y el procedimieí, 
to de suspensión de cálulas en placas, según Bijlenga, G y Jou- 
bert, L., Bull. Soc. Soi. Vát. et Mád. Comparóe, Lyon, 1974,
76: 429, se pudo aislar una placa, que difería claramente de le 
población de virus de partida en su efecto citopático en las C(=, 
lulas infectadas. Esta placa se reprodujo agámicamente tres ve,
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cea a fin de obtener una población pura y homogénea de virus.
A la placa aislada originalmente se le asignó el nú­

mero 675 y a la cepa, despuós de purificación, como cepa nB675 
de la vacuna de la rabia. Una muestra de esta cepa se deposi­
tó el 13 de enero de 1977 en la Colección Nacional Checoslova­
ca de Cultivos Tipo del Instituto de Higiene y Epidemiología 
de Praga, encontrándose allí registrada con el número CNCIC AO 
4/77.

La cepa se puede distinguir del virus Flury HEP origi 
nal en las siguientes características:

a) Un efecto citopático muy pronunciado en los culti­
vos de cólulas in vitro, un efecto que no ee provocado por el 
virus Flury HEP;

b) Un ciclo primario del virus más corto, que varía 
entre las 9 y las 11 horas, provocando una aparición más rápi­
da de las placas;

c) Placas muy claras, que son como media algo más an­
chas (1 nm más anchas) en su diámetro, que las placas del vi­
rus HEP;

d) Una mejor capacidad de fijación a la superficie de 
las cólulas in vitro. cuya característica es esencial para una} 
vacuna oral adecuada;

e) Una producción más rápida de interferón in vivo 
despuós de la vacunación, debido a las propiedades anteriormen 
te mencionadas. Esta propiedad es importante para la vacuna­
ción despuós de la exposición;

f) En los cultivos de cólulas se obtienen títulos 
más elevados;

g) Por purificación clonal se obtienen poblaciones 
de virus homogóneas, dando lugar a un menor riesgo de posible
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reversión de la cepa del virus a su virulencia original, cuya 
reversión puede excluirse prácticamente.

h) Es la cepa de la rabia más apatogánica de las cono­
cidas hasta el momento.

Se comprenderá que las características indicadas en 
los puntos a) - h) muestran una clara distinción del virus Flu- 
ry HEP original.

Se comprenderá que la presente invención incluye den­
tro de su ámbito unas cepas mutantes artificiales derivadas de 
la cepa nü 675 del virus y que tiene las propiedades de la ce­
pa ns 675 que se han descrito anteriormente.

En cuanto a las características arriba mencionadas, 
particularmente la del punto g), se facilita la preparación de 
lotes de vacuna con calidad constante, es decir, que se pueden 
preparar vacunas de una mayor consistencia en sus característi 
cas a partir de la cepa ns 675 del virus segiin la presente in­
vención.

Las vacunas que forman otra característica de la pre­
sente invención muestran las siguientes cantajas ?

(i) Como ocurre en la vacuna Flury HEP original, la 
vacuna de virus vivo según la presente invención no se multipli 
ca despuás de la administración, no pudiándose detectar ningún 
virus residual;

(2 ) Las vacunas provocan una producción muy rápida de 
interferón y otras propiedades adicionales y desconocidas de 
interferencia, por ejemplo, inmunidad celular mediada. Una so­
la administración de la vacuna despuás de infección experimen­
tal con un virus que se presenta naturalmente puede proporcio­
nar completa protección. Dada la rapidísima producción de in­
terferón y la inmunidad celular mediada, la aplicación de las .
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vacunas de la presente invención para la protección de animales 
ración apuestos, durante los brotes de rabia, es algo factible. 
Particularmente ha mejorado considerablemente la posibilidad 
de tratamiento con vacuna despuós de ia exposición de seres hu­
manos, ya que se ha demostrado que las vacunas son muy eficaces 
en animales despuós de exposición a la infección, y puede inclu 
so conseguir la curación de animales que se encuentran en un es. 
tado muy avanzado de infección.

(3) La administración no parenteral, por ejemplo, por 
vía oral, de la vacuna de virus vivo, facilita su uso en campa 
Has organizadas de vacunación.

La vacuna de virus vivo preparada con la cepa 675, 
tiene las posibles ventajas siguientes para la vacunación pre­
via a la exposición:
A) En animales:

1. Inmunización de zorros y otros animales salvajes 
epidemiológicamente importantes, con ayuda de cebos que conten­
gan la vacuna de la rabia.

2. Vacunación oral de animales domósticos, por ejem 
pío, los perros callejeros, en los paisas en los que estó proM, 
bido sacrificarlos por razones religiosas y/o legislativas.

3. Aadministración en gran escala de la vacuna de vi 
rus vivos por medio de cebos, de manera que se puedan simplifi­
car notablemente las campañas de vacunación. Por ejemplo, dis. 
tribución de bolas de carne opcionalmente congelada conteniendc 
la vacuna del virus por medio de una.avioneta.

4 . Una eficaz protección de los animales domésticos 
despuós de la exposición, para uso en países en los que estón 
autorizados dichos procedimientos de vacunación y en países en 
los que los animales pueden ser encerrados despuós de la expos3
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ción a condición de que hayan sido ya inmunizados.
B) En humanos:

1. El temor a la vacunación oral es mínimo. El te­
mor a la inyección es un factor muy importante en algunos pai­
sas y provoca una reducción en el nómero de pacientes que vuel 
ven para el niimero necesario de Inyecciones.

2. La administración por vía oral no provoca reac­
ciones o irritaciones locales, que representan un autóntico in 
conveniente de las vacunas de la tócnica anterior, actualmente 
disponibles a escala comercial.

3. Se hace posible la administración fácil en gran 
escala y por personal no entrenado módicamente (como ocurre con 
la vacunación oral contra la poliomielitis).

A este respecto, se comprenderá la importancia del 
hecho de que se haya comprobado la eficacia de una sola admi­
nistración de la vacuna.

Las nuevas vacunas se preparan por los procedimien­
tos habituales, es decir,'cultivos de cólulas in vitro, por 
aplicación de los controles habituales y prescritos para la 
eliminación de las contaminaciones bacterianas y/b virales, de 
acuerdo con los principios universalmente reconocidos y los re 
quisitos de las normas internacionales.

Las nuevas vacunas de la presente invención se prepa­
ran preferentemente haciendo crecer los virus de la rabia en 
monocapas de fibroblastos primarios o secundarios de embriones 
de pollo, obtenidos de embriones de pollo de 10 dóas SPF. No 
obstante, tambión se pueden utilizar otros sistemas celulares 
que sean suficientemente susceptibles a la infección de la ra­
bia (como las demas cólulas de origen avícola ó cólulas de ma­
míferos, como por ejemplo,el riñón de cria de hámster BHK 21 (21

-  9 -
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pasos) para cultivo en monocapa p el BHK-21 13 S (13 pasos de 
cultivo en suspensión) para cultivos suspendidos, pero en este 
caso tínicamente para vacunas de uso en animales). El sistema 
de cultivo de células en suspensión tiene la gran cehtaja de 
permitir la producoión de las vacunas del virus en fermentado- 
res de gran capacidad, lo que facilita la producción.

' Las vacunas se pueden preparar asimismo en cólulas 
cultivadas en micro-vehículos (sistema de cultivo de cólulas 
en cordones). Por ejemplo, se pueden usar unos cordones de po 
lidextrano, tratados con aniones macromole culares antes y/o du 
rante el crecimiento de las cólulas, siempre que tengan en su 
superficie una densidad de carga positiva adecuada para el cre­
cimiento de las cólulas. De este modo, a una suspensión agita 
da de cólulas y cordones en un medio liquido se le inocularía 
el virus deseado y, despuós de propagación del virus, los cor­
dones se hundirían al fondo del reactor, separándose de la sus­
pensión de virus.

En un procedimiento específico para la preparación 
de las vacunas, los fibroblastos de embrión de pollo se infec­
tan con la cepa nB 675 del virus de siembra de la rabia, con 
una multiplicidad de infección de 0 ,0 2 por 1 pfu/cólula, pre- 
firióndose un período de infección de al menos una hora. Des­
puós de retirados los virus que no se hayan fijado, se añade 
un medio de mantenimiento, formado preferentemente por Eagle 
Basal Medio (RÍE) en solución salina de Earle, a la que se aña 
den cantidades apropiadas de antibióticos y por ejemplo, 100 UI
de penicilina y 100 microgramos de estreptomicina y de un 0 ,2 a!
un 0,5% de albdmina. Hay que llevar cuidado de asegurarse de qu
el pH del medio de conservación se mantenga en 8 ,0-8,2.Las celu

1las infectadas con el virus se incuban a 32-3930 durante 3**10 

días, y acto seguido se congela el medio a -70SC o menos a fin
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de disgregar las cólulas y liberar el virus (aumentando el tí­
tulo). Las células y los residuos de las células se retiran 
por filtración o centrifugación en condiciones estériles. El 
filtrado o líquido sobrenadante se almacena a -70 °C,'y se tomai, 
muestras para titulación por él procedimiento de colocación en 
placas in vitro a que anteriormente se ha hecho referencia. Se 
comprenderò que se pueden utilizar otros procedimientos para 
disgregar las cólulas despuós de la incubación, por ejemplo, so 
metiendo la suspensión celular a vibración ultrasónica.

Según otra variante específica del procedimiento de 
preparación, unas cólulas BHK-21 13S se hacen crecer en suspen­
sión, por ejemplo en un matraz con agitador con barra para col­
gar, utilizando medio BHK-21 para cultivo rotativo al que se 
añaden pequeñas cantidades de suero de ternera inactivado,7-155- 
caldo de fosfato de triptosa 7-15% y antibióticos(por ejemplo, 
100 UI de penicilina y 100 microgramos de estreptomicina).Las 
cólulas se dejan crecer hasta que se alcanza un nivel de apro- - 
Rimadamente 2 x 10^ cólulas/ml, mientras que las cólulas se agi 
tan suficientemente con el fin de mantenerles en suspensión y 
evitar que se arracimen entre si.

Despuós de hacer girar las cólulas por medio de una 
centrífuga, se lleva a cabo la infección con la cepa 675 de vi­
rus de siembra de la rabia en una multiplicidad de infección 
entre 0 ,01 y 1 pfu/cólula, durante 30 - 60 minutos bajo cons­
tante agitación.
Despuós de la infección,las cólulas se suspenden de nuevo en 

el frasco rotativo y se añade el medio de mantenimiento consis­
tente en medio de cultivo BHK-21 al que se añaden pequeñas can­
tidades de la fracción V de alúmina de suero bovino,por ejempie
0 ,1-0,4% en peso,y antibióticos(por ejemplo, kanamicina o neomj 
ciña), en una cantidad de, por ejemplo 50—300 microgramos, al
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mismo tiempo que se ajusta el pH entre 7,5 y 8,0. Durante la
infección, la temperatura se mantiene a 30-35°C, con preferen- 

ocia a 33 0, y todos los días se retira para examen una pequeña 
muestra del matraz giratorio por medio de la técnica de la in- 
munofluorescencia. Entre 2-3 días despuós de la infección, de 
un 80 a un 100 % de las cólulas de estas muestras mostrarán una 
inmunofluorescencía específica para los cuerpos de inclusión de

Óla rabia en su citoplasma, correspondiendo a un titulo de 10° a 
10^ pfu/ml en la recolección al día 4-6 despuós de la infección
En la recolección, el líquido se retira del matraz y se conser-!

¡
va congelado a -70^0. '!

Despuós de retiradas las cólulas y los residuos celu­
lares se titula una pequeña muestra por el procedimiento de ti­
tulación en placa. Si se ha alcanzado un título aceptable (en­
tre 10?'^ y i()8'5 pfu/ml o superior), las cólulas y los residuo 
celulares se retiran de lo recogido por centrifugación o filtre 
clón en condiciones estóriles.

Despuós de añadir un estabilizador apropiado, el fluí 
do está ya dispuesto, por ejemplo, para su distribución en via­
les para liofilización del producto final.

Se comprenderá que dentro del ámbito de la presente ir 
vención se incluyen igualmente las vacunas de la rabia de virus 
muertos (inactivados), preferentemente para uso humano.

Estas vacunas de la rabia inactivadas pueden preparar 
se inactivando los virus en los fluidos de cultivo preparados 
pro procedimientos conocidos o modificaciones de los mismos, 
por ejemplo, por adición de beta-propiolactona, formalina o 
acetiletileneimina, o por radiación ultravioleta.

Se comprenderá que las vacunas de la rabia, derivadas 
de la cepa de virus de la presente invención, pueden contener
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uno o más estabilizadores, preservativos, sales tampón y aditi- 
vos adecuados. Por el tármino administración intestinal,como se 
emplea en la memoria y reivindicaciones, se quiere dar a enten­
der la administraoidn de las vacunas en una forma en la cual li 
beracidn el virus de esta invencidn al intestino. ,

La presente invencidn se ilustra por los ejemplos si- 
EJEMPLO 1

guiantes. ^  monocapas -de fibroblastos primarios o secundarios; 
de embrión de pollo SPF, crecidos en frascos fijos o girato­
rios, se infectan con la cepa 675 de virus de siembra de la ra­
bia, con una multiplicidad de infección (m.o.i.) de 0 ,0 2 a 1 

pfu/cálula. Tambián se pueden utilizar cantidades menores del 
virus, pero en ese caso se prolonga el periodo de incubacidn. 
Para que el virus de siembra se fije a las cálulas se necesita 
un periodo mínimo de infeccidn de una hora. Acto seguido se 
retira el virus restante que no se ha fijado y se aSade el me­
dio de mantenimiento, consistente en Eagle medio Basal (BME) 
en solución salina de Earle, a la que se añaden cantidades apro 
piadas de antibióticos y un 0 , 2  % de albúmina de las espócies 
correspondientes en las que vaya a utilizarse la vacuna, cui­
dando de que la mezcla final del medio de conservación tenga 
un pH de 8 ,2.

La incubación a 33-35°C durante un período de 4 a 8 

días de las cálulas infectadas con el virus da como resultado 
un pronunciado CPE (efecto citipático), y a continuación se 
congela el medio a -70^0. Acto seguido se retiran las cálulas 
y los residuos celulares, despuás de descongelar el producto 
por centrifugación a 1.000 np.m. o por filtración a travás de 
un filtro de membrana (5 mieras de tamaño de poro) en condicio­
nes estáriles. El fluido, tanto sobrenadante como filtrado, se< 
almacena a -70°C y se toman muestras para fines de titulación 
por el mátodo de colocación en placas in vitro anteriormente
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mencionado (Bijlengs y Joubert).
Los títulos aceptados para lotes de vacunas que se 

vayan a utilizar para vacunación efectiva despuás de exposi­
ción son de 10^ pfu/nl. Para vacunación antes de la exposi­
ción se pueden aceptar títulos mínimos de hasta 10^ pfu/nl.

La producción de lotes de vacuna tal como se acaba 
de describir se controla por las pruebas habituales de poten­
cia (prueba NIH y de Habel), y para los lotes que se vayan a 
utilizar para tratamiento despuós de la exposición, se incluye 
un nuevo mátodo de prueba de potencia, segán Bijlenga, G., Sim 
posio sobre adelantos en la Investigación sobre la Rabia, Geori 
gia EE.UU., 7-9 de septiembre de 1976, página 14.

En esta nueva prueba de potencia, virus locales to­
mados en la calle se administran intramuscularmente (i.m.) a 
ratones de 4 semanas de edad, seguido por una sola inoculación 
intraperitoneal de 0 ,5  mi de vacuna en un plazo de 24 horas. 
Iodos los ratones vacunados deben sobrevivir, mientras que 
habrán muerto aproximadamente un 50 % de los ratones de con­
trol antes del final de la 3& semana del periodo de ensayo.

De acuerdo con los requisitos mínimos establecidos 
internacionalmente, se siguen tambián los habituales contro­
les de las pruebas de esterilidad para posible contaminación 
bacteriana o viral de los lotes de vacuna, junto con los pro­
cedimientos para el control de las cálulas primarias o secun­
darias y las líneas de cálulas empleadas para la producción de 
las vacunas.

EJEMPLO II
Unas cálulas BHK-21 13S se hacen crecer en suspensión 

en un matraz rotativo de Bélico con una barra para colgar, uti 
lizando medio NHK-21 para cultivo rotativo al que se añaden un.
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*
10 % de caldo de fosfato de triptosa y un 10 % de suero de 
ternera inactivado, en presencia de antibióticos (100 UI de pe 
nicilina y 100 microgramos de estreptomicina). Las cólulas se 
hacen crecer hasta que se alcanza un nivel de 2 x 10 cólulas/ 
mi, mientras que las cólulas se agitan suficientemente para 
mantenerlas en suspensión y evitar que se arracimen entre sí.

Despuós de hacer girar las cólulas a 800 r.p.m.por medio de i 
una centrifugare procede a infección con cepa 675 de virus de 
siembra de la rabia en una multiplicidad de infección entre 0 ,0  

y 1 pfu/cólula durante 45 minutos bajo agitación constante.
Despuós de infección, las cólulas se suspenden de nuevo 

en el matraz agitador y se añade el medio de conservación, 
consistente en medio de cultivo agitador BHK-21 al que se h a . 
añadido un 0,2 % de la fracción V de'albúmina de suero bovino, 
junto con cantidades apropiadas de antibióticos aceptables 
(por ejemplo, kanamicina o neomiclna), al mismo tiempo que se 
ajusta el pH a 7,8. Durante la infección, la temperatura se 
mantiene a 33°C y todos los días se retira para examen por la 
tócnica de la inmunofluorescencía una pequeña muestra de2 ma­
traz agitador. Entre dos a tres días despuós de la infección, 
de un 80 a un 100 % de las cólulas de estas muestras deberían 
mostrar una inmunofluorescencia específica para los cuerpos de 
inclusión de la rabia en sus citoplasmas, lo que a su vez ga­
rantiza un título adecuado de 10 ̂ a 10^ pfu/nl al recogerse a 
los 4-6 días-despuós de la infección. En la recogida, el lí­
quido se retira del matraz y se mantiene congelado a -70°C.
Una pequeña muestra de lo recogido se mantiene separadamente 
para titulación despuós de retirar las cólulas y los residuos 
celulares por el procedimiento de titulación en placa. Si el 
título es aceptable (entre 10?* 5 y pfu/ml o mús), las có

.j
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lulas y los residuos celulares se retiran de lo recogido como 
se ha descrito anteriormente y el fluido queda preparado, des­
pués de añadir un estabilizador apropiado, para distribución 
en viales para liofilización del producto final.

Como variante, puede utilizarse otro procedimiento, a 
fin de conseguir títulos aún superiores, infectando unas mono- 
capas completas fijas o dichas monocapas en frascos de cultivo 
rotativo. Entre dos y ocho horas después de la infección, las 
cúlulas se tripsinizan, y se ponen en cultivo de suspensión co­
mo se ha descrito anteriormente. Hay que cuidar de que no ocu­
rra arracinamiento de las cólulas. De esta manera, se pueden 
emplear mas de 2 x 10^ celulas/ml lo que proporciona títulos 
superiores a lo recogido, según el número de células infectadas 
que se ponen en cultivo en suspensión.

EJEMPLO III
A fin de demostrar el uso y el valor de las vacunas 

viva e inactivada de la rabia según la presente invención, 
enumeramos a continuación algunos resultados de los experimen­
tos de vacunación antes y despuós de la exposición:

A.— Vacunación oral de zorros con cepa 675 de vacuna 
viva de la rabia (2 ml/zorro), siendo el título de la vacuna de 
2 x 10 ̂ pfu/ml.
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NS de iden- Edad en el Titulo del suero en UI* Ataque^**
tificación momento de *
del zorro la vacuna­

ción
(11.8.75)

(11.9.75) (7.10.75) (21.11.75)
(23.12.75)

Animales 84 5 meses 4,0 7,0 8,2 Protegido
vacunados 86 6 meses 1,3 1,6 1,4 M

oralmente 88 6 meses 2,0 2,4 3,2 !,

controles 83 6 meses murió a
los 15 
días

(animales 85 6 meses murió a
vacunados) los 17 

días
92 6 meses murió a 

los 18 
días

^ Una U.I. (Unidad Internacional) = una dilución en suero de
1/300, cuya dilución proporciona una lectura de punto final 
de reducción en placa del 50 %.

** Para probar el valor protector de la vacuna se utilizó una 
5 dosis muy elevada del virus de ataque (de las glándulas sali­

vares de zorra infectada naturalmente), a saber 1.391.610

MLDpjQ.
Este experimento muestra la eficacia de la vacunación 

oral de jóvenes zorros. Las respuestas inmunitarias de los zo- 
10 rros demostraron una adecuada seroconversión y buenos títulos. 

Más de cinco meses despuós de la vacunaoión, los tres zorros 
continúan totalmente protegidos y los tres zorros de control mu 
rieron despuós de períodos muy cortos de incubación, lo que se 
debe a la elevadísima dosis del virus de ataque inoculado intra 
muscularmente en la pata trasera derecha. Una dosis habitual15
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de ataque empleada para zorros es de 3000 MLD^Q.
B.- Resultados serolégicos después de vacunación con 

cepa 675 inactivada.

Especie 
del ani 
mal

Peso del 
animal 

(kg)
Dosis de la 
vacuna

Títulos séricos 4 se­
manas después de la 
vacunacién

Perro 1 6,5 2 mi i.m. 6,8

2 8 2 mi i.m. 6,3
3 12 2 mi i.m. 5,5
4 10 2 mi i.m. 12,3
5 15 2 mi i.m. 5,9
6 14 2 mi i.m. 4,5
7 17 2 mi i.m* 3,8
8 ' 17 2 mi i.m. 20,5

Vaca 1 200 5 mi s.c. 4,5
2 400 5 mi s.c. 8,5
3 300 5 mi s.c. 15,5
4 500 5 mi s.c. 4,8
5 400 5 mi s.c. 7,6
6 600 5 mi s.c. 8,9
7 500 5 mi s.c. 3,8
8 400 5 mi s.c. 4,7

Se administré una sola inyección de la vacuna y los
títulos indicados se expresan en U.I. como en la Tabla ante­
rior.

A las cuatro semanas después de la vacunacién los 
ocho perros y las ocho vacas mostraron todos una seroconver- 
sién con títulos muy elevados. El título mínimo requerido pa­
ra seroconversién ha sido establecido por la Farmacopea Euro-
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pea a un nivel de 0 ,2  U.I./al.
C.- Protección de ratones de laboratorio despuós de

infección con virus vivo de animal salvaje (de zorro).

Tipo de 
vacuna Intervalo entre la infección y la vacunación

1
hora

1
día

2
días 3

días
4

días
5

días
6

días
7

días
8

días
gKKH
días

Vacuna „ 
viva 675** * -

No diluí 
da 0/10** 1/10 1/10 1/10 2/10 0/10 0/10 4/10 5/10 3/10
10*1 1/10 ,
10-2 4/10
10"3 6/10
10-4 8/10

Contro­
les 6/10 8/10 7/10 7/10 7/10 7/10 6/10 6/10 6/10 8/10

Vacuna
inacti­
vada
675*

No diluí 
da ** 0/10 1/10 5/10
10-1 1/10

10^2 6/10

10*3 8/10

10-4 6/10

Título de i. vacuna 108.2 ^  vucuna inactitada .1
título o. d.t.,min¿ mtes de la inactivación).
Nthtarc de íallecimientos/ndnero de ratones inoculados.
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xxx Dos vacunaciones (Los días 9 y 11) *
Todos los ratones indicados en esta tabla recibieron 

intramuscularmente una inoculación de virus de la rabia de la 
glándula salivar del zorro (solución 0 ,1 mi) que mató el 60-80 
% de los controles, con un período de incubación de 9 a 11 

días.
La cepa 675 de vacuna viva e inactivada se adminis­

traron en una.sola dosis (0,5 mi) intraperitonealmente a diver­
sos períodos despuós de la infección inicial tal como se indi­
ca en la Tabla.

La vacuna viva no diluida protegía todavía 6 días 
despuós de la infección, lo que nunca se había observado en 
ninguna otra vacuna comercial disponible. Esta protección de­
muestra que incluso despuós de que el virus de la rabia ha al­
canzado el sistema nervioso central, pueden curarse los rato­
nes.

Con dos vacunaciones a intervalo de un día y comenzan­
do nueve días despuós de la infección, algunos de los ratones 
quedaron todavía protegidos.

Esta vacuna viva podría diluirse tambión hasta diez 
veces y proporcionar protección, pero no más de 24 horas des­
puós de la infección.

La vacuna inactivada protegía sólo cuando se aplicaba 
dentro de las 24 horas siguientes a la infección, y tambión po 
día diluirse, pero no más de diez veces.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 
así como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sug, 
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren 
su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES
1 .- Procedimiento para preparar vacunas vivas e inac 

tivadas del virus de la rabia, para administración parenteral 
y no parenteral, por ejemplo, oral ó intestinal, caracterizado 
porque las vacunas se derivan de la cepa de nueva especie nS675 

del virus de la rqbia, depositada con el número CNCTC AO 4/77 
por los procedimientos habituales, a saber, cultivos de célu­
las in vitro. por aplicación de los controles habituales y pres 
critos para eliminar las contaminaciones bacterianas y/o vira­
les.

2. - Procedimiento según la reivindicación 1 , caracte 
rizado porque el virus resultante se incorpora opcionalmente 
en un medio para administración oral, intestinal o parenteral.

3. - Procedimiento según la reivindicación 1, caracte 
rizado porque las vacunas se preparan haciendo crecer el virus 
de la rabia en sistemas celulares suficientemente susceptibles 
a infección de la rabia de células de origen avícola ó células 
de mamíferos, congelar la suspensión de células a -70°C o menos 
y/o someter la suspensión de células a vibración ultrasónica a 
fin de disgregar las células y liberar el virus, seguido por re¡6 

rada de las células y los residuos celulares por filtración o 
centrifugación en condiciones estériles, seguido optativamente 
por inactivación del virus en los fluidos de cultivo.

4. - Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque unos fibroblastos de embrión de pollo se infectan 
:on la cepa nS 675 del virus de siembra de la rabia, teniendo 
nía multiplicidad de infección de 0 ,02 a 1 pfu/célula, siendo 
3l periodo de infección de al menos una hora, y aRadiéndose un 
nedio de conservación a un pH de 8 ,0 a 8 ,2, después de retirada 
ie los virus que no se han fijado, seguido por incubación de 
Las células infectadas por virus a 32-39°C durante 3-10 días,
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procediéndose a congelar el medio y las células a -70°C o menos 
y a la posterior filtración y centrifugación en condiciones estS 
riles, seguido optativamente por inactivación del virus en los 
fluidos de cultivo.

5. - Procedimiento según la reivindicación 4, caracte­
rizado porque como medio de conservación se utiliza medio Basal 
de Eagie (BME) en solución salina de Earle, a la que se añaden 
cantidades apropiadas de antibióticos y de un 0,2 a un 0,5% de 
albúmina.

6 . - Procedimiento según la reivindicación 3, caracte­
rizado porque unas células de riñón de cria de Hanster 21 (21 

pasos) 13 S (13 pasos de cultivo de suspensión), crecidas en 
suspensión en un matraz rotativo, en un medio BHK-21 para culti 
vo rotativo, al que se han añadido pequeñas cantidades de caldo 
de fosfato de triptosa, suero inactivado de ternera y antibióti 
eos, hasta un nivel de aproximadamente 2 x 10^ células/ml, se 
infectan con la cepa 675 del virus de siembra de la rabia, en 
una multiplicidad de infección entre 0 ,01 y 1 , pfu/célula bajo 
agitación, seguido por incubación del virus en suspensión en me 
dio de conservación a un pH entre 7 ,5 y 8 ,0 y a una temperatura 
de 32 a 35 BC durante 4-6 días después de la infección, congelan 
do el medio de células a -70^0 o menos, y filtrando o centrifu­
gando después en condiciones estériles, seguido optativamente pe 
inactivación del virus en los fluidos de cultivo. ¡

7 . - Procedimiento para preparar vacunas vivas e inac-j
tivadas del virus de la rabia, tal y como queda sustancialmentej

(
descrito en la presente Memoria.
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