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La presente invencidn se refiers a un procedimiento
para aislar una nueva cepa de virus de la rabia; a un procedi-

miento pare preparar nuevas vacunas de cultivos de célulag vi-

miento para inmunizacidn de animales de sangre calisnte utili-
zando tales vacunas.

Mds particularhente, lg presente invencidn se refie-
re a un proceso para alslar una nueva cepa del virus, identifi-
cada en lo sucesivo como cepa 675, por una seleccidn en placa
especifica para el efecto citopdtico in vitro, sequido por tres
purificaciones clonales. Ademds, la progente invencidn se re-
fiere particularmente a la produccidn de nuevas vacunas de cul

tivos de c¢dlulas vivas o inactivadas, ¥y a su administracidn an

animales domésticos y salvajes como al hombre. El tipo vivo
de esta vacuna es muy apropiado para administracidn oral. Ia
adminigtracidn oral es muy conveniente para la inmunizacidn

(que en lo sucesivo denominaremos "acunacidn oral"), por ejem-

otras no parenterales, tales como la administracidn intestinal
o intranasal por pulverizacidn, a otros animales salvajes epi-
demioldgicamente importantes, a los animales domésticos y a
los seres humanos, forman tambidn una caracterigtica de la prs
sente invencidn. 4
| Zs conocida la luchs contra las infecclones virales

de la rabia en los animalss de sangre cdliente por la adminis~
tracidn parenteral prevéntiva de vacunas (por ejemplo, las va=
cunas Flury'ggz (Paso reducido por huevos) o HEP (Paso elsvado
por huevos), que se obtuvieron como se desdribe a continuacidn.

Bl 29 de enero de 1939 murid, en el Estado de Geor-
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gla, EE.UU., una niffa llemada Flury, diégnostioéndose la rabia
como causa de su muerte, despuds de infeccidn por un perro ra=-
bioso. El virus de la rabia fud aislado del cerebro, las gldn-
dulas lacrimales y las gldndulas salivarss de la nifia por me-
dio de inoculacidn intracerebral en ratdn blanco, segiun se des-
cribe en Leach C.N. y Johnson H.N;, Amer. J. Trop. Med. 1940,
20: 335.

' El material del cersbro de los ratones se inoculd in
tracerebralmente en pollos de un dfa y posteriormente se efec~
tuaron 136 pasos intracerebrales en pollos; seguin Koprowski H.
y Cox H.R., J. Immunol, 1948, 80: 533. Daspuds de dos pasos
intracerebrales adicionales en pollitos, el virus de la rabila
se adaptd a los embriones de pollo por medio de una inoculacidn
del saco vitelino (yema). Despuds de 60 pasos por el saco vi-
telino, el virus aparecia prdcticamente apatogénico para una
gerie de mamfferos y se encuentra disponible, a nivel de estos
pasos seriados como vacuna de la rabla para los perros con el
nombre de vacuna Flury LEP. Despuds de otros pasos mds por em
briones de pollo (hasta unos 170-174 pasos), se comprobd que
el virus habla perdidoc mucha mds patogenicidad, hasta el punto
de que ratones de laboratorio de dos semanas de edad no morian
despuds de administracidn intracerebral, aunque los ratones
lactantes gegufan muriendo. Esta vacuna se encuentra disponi-
ble con el nombre de vacuna Flury HEP (vacuna Flury de paso elg
vado por huevos).

Aunque egstas vacunas LEP y HEP han gido eficaces en
la prevencidn de la infeccidn de la rabia cuando se utilizan
como vacunas previas a la exposicidn, sigue existiendo la nece-

sldad 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 selvdtica en los pailses desarrollados, en los que esta en
fermedad ha sido endémica durante mucho tiempo, o en los que
ha sido‘intro&ucida mds recientemente, es una de las situacio-
nes éxistantes, diffciles y ecoldgicamente complicadas, para
las que no se dispone de ningun método eficaz y econdmico de
control.

El tratamiento de seres humanos con vacunas posterig
res a la exposicidn ha creado asimismo numerosos problemas en
paises infectados con el virus de la rabia, de todo el mundo. |
Por estas razones, la investigacidn sobre la rabia se ha dirié;
do a los problemas de la vacunacidn anterior y posterior a la
exposicidn y a la inmunizacidn por una via no parentsral, pre-
ferentemente oral.

Como resultado de la investigacidn y experimentacidnl
se ha desarrollado una nueva cepa de vacuna, que puede adminig
trarse por diferentes vias, es decir, que se puede administrar
parenteral y no parenteralmente, y que parece proporcionar una
proteccidn completa cuando se adminisira tanto antes como des-
puds de la infeccidn con el virus de la rabia.

Ia posibilidad de una eficaz administracidn oral,
con la finalidad de conseguir la "vacunacidn oral" de los ani~
males salvajes, que son los mds importantes transmisores y/o
fuentes de la rabia, se comprenderd que es una de las principg
les ventajas de la presents invencidn.

La cepa 675 de vacuna viva es la cepa mgs apatogéni-
ca de las cepas de vacuna de la rabia que se conocen hasté el
momento. Ofrece la posibilidad de proteccidn despuds de expo-
gicidn a la infeccidn por los virus del exterior o del amfien—

te, incluso con el uso de una sola dosis adecuada de vacuna..
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Lg vacuna inactivada preparada con esta cepa 675 protege igual
mente despuds de la exposicidn, pero en menor grado. La vacu-
na viva posee un elevado grado de antigenicidad, que alcanza
prdcticamente en los mismos valores el tipo inactivado de vacu
na. Las vacunas vivas e inactivadas gon vacunas del tipo de
cultivo de cdlulas, prdcticamente libres de proteinas extrafias,
lo que disminuye sustancialmente, si no totalmente, el grado
de reaociones colateral indeseables.

Is nueva cepa del virus se aisld del siguiente modo:

Bl virus de la vacuna Flury HEP se propagd en fibro-
blastos primarios o secundarios de embriones de pollo SPF, ¥
fud también identificado como el virus de la rabia con ayuda
de inmunofluorescencia especifica de los fibroblastos infecta-
dos, por una prueba de proteccidn del ratdn a travéds de vecuna-
cidn intraperitoneal, seguida por la gdministracidn de un virug
normalizado provacador de la rabia (CVS) y por pruebas de sero-

neutralizacidn in vitro con suero positivo conocido (Suero in-

ternacional de Referenéig de la Rabia).

Podrd apreciarse que para la propagacidn de la vacu-
ng Flury HEP de partida, puede aplicarse otras lineas celulares
gusceptibles a la rabia y cepas de cdlulas diploideas, en lugar
de los fibroblastos de embriones de pollo SFF.

Con el uso del procedimiento de prueba en placa en
log fibroblastos de embridn de pollo (SPF), segun Yoshina, K
et al., Arch. ges. Virusforsch., }966, 18: 370 y el procédimieg
to de suspensidn de cdlulas en placas, segﬁn Bijlenga, G y Jou-
bert, L., Bull. Soc. Sci. Vét. et Mdd. Comparde, Lyon, 1974;

16: 429, se pudo alslar una placa, que diferfa claramente de 14

poblacidn de virus de partida en su efecto citopdtico en las éj

lulas infectadas. Esta placa se reprodujo agdmicamente tres Vv
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ces a fin de obtener una poblacidn pura y homogédnea de virus.

A la placa aislada originalmente se le asignd ol mi-
mero 6%5 Y a ;a cepa, despuds de purificacidn, como cepa ne675
de la vacwa de la rabia. Una muestra de esta cepa se deposi-
t6 el 13 de enero de 1977 en la Coleccidn Nacional Checoslova-
ca de Cultivos Tipo del Ingtituto de Higiene y Epidemiologia
de,Préga, encontrdndose alli registraﬁa con el numero CNCTC AD
4/11.

La cepa se puede distinguir del virus Flury HEP origi
nal en las sigulentes caracterfsticas:

a) Un efecto citopdtico muy pronunciado en los culti-

vos de cdlulas in vitro, un efecto que no es provocado por el

virug Flury HEP;

b) Un eiclo primario del virus mds corto, que varia
entre las 9 ¥ lgs 11 horas, provocando una aparicidn mds rdpi-
da de las placas;

¢) Placas muy claras} que son como media algo mds an-
chas (1 mm mds anchas) en su digmetro, que las placas del vi-
rug HEP;

d) Una mejor capacidad de fijacidn a la superficie de
lag cdlulas in vitro, cuya caracteristica es esencial para una
vacuna oral adecuada;

e) Una produccidn mds rdpida de interferdn in vivo
despuds de la vacunacidn, debide a las propiedades anteriormen
te mencionadas. ZEsta propiedad es importante para la vacuna-
cidn despuds de la exposicidn;

f) En los cultivos de células se obt;enen tituldé
mds elevados;

g) Por purificacidn clonal se obtienen poblaciones

de virus homogdneas, dando lugar a un menor riesgo de posible
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reversidn de la cepa del virus a su virulencia original, cuya
reversidn puede excluirse prdcticamente.

h) Es la cepa de la rabia mds apatogénica de las cono-
cidas hasta el momento.

Se comprenderd que las caracterfsticas indicadas en
los puntos a) - h) muestran una clara distincidn del virus Flu-
ry HEP original.

Se comprenderd que la presente invencidn ineluye den-
tro de su dmbito unas cepas mutantes artificiales derivadas de
la cepa n? 675 del vir&s Y que tiene las propiedades de la ce-
pa n¢ 675 que se han descrito anteriormente.

En cuanto a lag caracteristicas arriba mencionadas,
particularmente la del punto g), se facilita 1a preparacidn de
lotes de vacuna con calidad constante, es decir, que se pueden
preparar vecunas de una mayor consistencia en sus caracteristi
cas a partir de la cepa n? 675 del virus segun la presente in-
vencidn.

Lag vacunas que forman otra caracterfstica de la pre-
gsente invencidn muestran las sigulentes centajas:

(1) Como ocurre en la vacuna Flury HEP original, la
vacuna de virus vivo seain la presente invencidn no se mulbipli
ca degpuds de la administracidn, no pudidndose detectar ningin
virus residual;

(2) Las vacunas provocan una produccidn muy rdpida de
interferdn y otras propisdades adicionales y desconocidas de
interferencia, por ejemplo, inmunidad celular medisda. Una so-
la administracidn de la vacuna despuds de infeccidn experiﬁenu
tal con un virus que se presenta naturalmente puede proporcio-

nar completa protecci6h. Dada la rapidisima produccidn de in-

terferdn y la inmunidad celwlar mediada, la aplicacidn de las
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vacunas de la presente invencidn para la proteccidn de animalegq
recidn expuestos, durante los brotes de rabia, es algo factiblg
Particularmente ha me jorado considerablemente la posgibilidad
de tratamiento.con vacuna despuds de la exposicidn de seres hu-l
manos, ya que se ha demostrado que las vacunas son muy eficaceg
en animales degpuds de exposicidn a la infeccidn, y puede inclu
so conseguir la curacidn de animales que se encuentran en un eg
tado muy avanzado de infeccidn.

(3) La administracidn no parenteral, por ejemplo, por
via oral, de la vacuna de virus vivo, facilita su uso en campg
flas orgenizadas de vacunacidn.

Ia vacuna de virus vivo preparada con la cepa 675,
tiene las posibles ventajas sigulentes para la vacunacidn pre-
via a la exposicidn:

4) En animales:

1. Inmunizacidn de zorros y otros animeles salvajes
epidemioldgicamente importantes,con ayuda de cebos que conten-
gan la vacuna de la rabia.

2. Vacunacidn oral de animales domésticos, por ejem

plo, los perros callejeros, en los paises en los que estd prohi
bido sacrificarlos por razones religiosas y/o legislativas. |

3. Aadministracidn en gran escala de la vacunz de vi
rus vivos por medio de cebos, de manera que se puedan simplifi-
car notablemente las campafias de vacunacidn. Por ejemplo, dis
tribucidn de bolas de carne opcionalmente congelada conteniendd
la vacuna del virus por medio de wna.avioneta.

4. Una eficaz proteccidn de los animales domesticos
despuds de la exposicidn, para uso en paises en los que estdn

autorizados dichos procedimientos de vacunacidn y en paises en

los que los animales pueden ser encerrados despuds de la exposi
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¢idn a condicidn de que hayan sido ya inmunizados.
B) En humanog:

1. El temor a la vacunacidn oral es minimo. El te~
mor a la inyeccidn es un factor muy importante en algunos pai-
ses y provoca una reduccidn en el niUmero de pacientes que vuel
ven para el numero necesario de inyecciones.

2. ILa administracidn por via oral no provoca reac-
ciones o irritaciones locales, que representan un auténtico in
conveniente dé las vacunas de la tdenica anterior, actualmente
disponibles a escala comercial.

3. Se hace posible la administracidn fdcil en gran
escala y por personal no entrenadec mddicamente (como ocurre co:
la vacunacidn oral contra la poliomielitis).

A este respecto, se comprenderd la importancia del
hecho de que se hays comprobado la eficacia de una sola admi-~
nistracidn de la vacuna. »

Las nuevas vacungs se preparsn por los procedimien-
tos habituales, es decir, cultivos de células in vitro, por
aplicacidn de los controles habituales y prescritos para la
oliminacidn de las contaminaciones bacterianas y/o virales, de|
acuerdo con los principlos universalmente reconocidos y los rg
quisitos de lag normas internacionales.

Las nuevas vacunas de la presente invencion se prepé-
ran preferentemente haciendo crecer los virus de la rabia en
monocapas de fibroblastos primarios o secundarios de embiiones
de pollo, obtenidos de embriones de pollo de 10 ddas SPF. No
obgtante, tambidn se pueden utilizar otros gistemas celulares
que sean suficientemente susceptibles a la infeccidn de la ra-

bia (como las demas células de origen avicola J células de ma-

| miferos,como por ejemplo,el rifién de eria de hamster BHE 21 (21




10

15

20

25

e

- 10 -
) [
pasos) para cultivo en monocapa p el BHK-21 13 § (13 pasos de
cultivo en suspensidn) para cultivos suspendidos, pero en este
caso Unicamente para vacunas de uso en animales). El sistema
de cultivo de cdlulas en suspensidn tiene la gran cehtaja de
permitir la produceidn de las vacunas del virus en fermentado-
res de gran capacidad, lo que facilita la produccidn.

* ILas vacunas se pueden preparar asimismo en células
cultivadas en micro-vehiculos (sistema de cultivo de células
en cordones). Por ejemplo, se pueden usar unos cordones de po
lidextrano, tratados con aniones macromoleculares antes &/bsdg
rante el crecimiento de las células, siempre que tengan en su
superficie una densidad de carga positiva adecuada para el cre-
cimiento de las cdlulas. De este modo, a una suspensidn agita
da de cdlulas y cordones en un medio liquido se le inocularfa
el virus deseado y, despuds de propagacidn del virus, los cor-
dones se hundirfan al fondo del reactor, separdndose de la sus-
pensidn de virus.

En un procedimiento especifico fara la preparacidn
de las vacunas, los fibroblastos de embridn de pollo se infec=
tan eon la cepa n® 675 del virus de siembra de la rabla, con
una multiplicidad de infeccidn de 0,02 por 1 pfu/célula, pre-
firidndose un perfiodo de infeccidn de al menos una hora. Des—
pués de retirados los virus que no se hayan fijado, se afiade
un medio de mantenimiento, formado preferentemente por Eagle

Basal Medio (BME) en solucidn salina de Earle, a la que se afia

den cantidades apropiadas de antibiéticcs y por ejemplo, 100 U%
de penicilina y 100 microgramos de estreptomicina y de un 0,2 2
|

un 0,5% de altfmina. Hay que llevar cuidado de asegurarse de ?je

el pH del medio de conservacidén se mantenga en 8,0-8,2.las celyf

las infectadas con el virus se incuban a 32-399C durante 3~10

dfas, y acto seguido se congela el medio a ~702C o menos a fin’
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de disgregar las c¢élulas y liberar el virus (aumentando el tI-
tulo)., ILas cdlulas y los resfduos de las células se retiran
por filtracidn o centrifugacidn en condiciones estdriles. E1
filtrado o lfgquido sobrenadante se almacena a -70°C,;y se tomaﬂ
muestras para titulacidn por el procedimiento de colocacidn en
placas in vitro a gque anteriormente se ha hecho referencia. S¢
comprenderd que se pueden utilizar otros procedimientos para
disgregar las ¢élulas después de la incubacidn, por ejemplo, sg
metiendo la suspensidn celular a vibracidn ultrasduica. ‘
Segun otra variante especIfica del procedimiento de
preperacidn, unas células BHK-21 135 se hacen crecer en auspen-
sidn, por ejemplo en un matraz con zgitador con barra para col-

gar, utilizando medio BHK-21 para cultivo rotativo al que se

o

afiaden pequefias cantidades de suero de ternera inactivado,7-15j
caldo de fosfato de triptosa T-15% y antibidticos(por ejemplo,
100 UI de penicilina y 100 micrdgramos de estreptomicina).las
cdlulas se dejan erecer hasta que se alcanza un nivel de gpro-i-
ximadamente 2°'X 10° c¢élulas/ml, mientras que las células se agi
tan suficientemeﬁte con el fin de mantenerles en suspensifn y
evitar que se arracimen entre si.

Despuds de hacer girar las célules por medio de una
centrfifuga, se lleva a cabo la infeccidn con la cepa 675 de vi-
rus de siembra de la rabia en wna multiplicidad de infeccidn
entre 0,01 y 1.pfu/bélula, dufénte 30 - 60 mimutos bajo cons-

tante agitacidn. _ .
Después de la infeccidn,las células se suspenden de nuevo en

el frasco rotativo y se afiade el medio de mantenimiento consis+
tente en medio de cultivo BHK-21l al que se éﬁaden pequefiags can-
tidades de la fraccidn V de aldmina de suero bovino,por ejempld

0,1-0,4% en peso,y aitibiéticos(por ejemplo, kanamicina o neomd
cina), en una cantidad de, por ejemglo 50-300 microgramos, al
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mismo tiempo que se ajusta el leentre 7,5 y 8,0. Durante la
infeceidn, la temperatura se mantiene a 30-35°C, con preferen-
cia a 3300, ¥ todos los dfas se retira para examen una pequefia
nuestra del matraz giratorio por medio de la tdcnica de la in-
munofluorescencia. ZEatre 2-3 dias después de la infeccidn, de
un 80 a un 100 % de las cdlulas de estas muestras ﬁostrarén ung
inmunofluorescencia especifica para los cuerpos de inclusidn de
la rabia en su citoplasma, correspondiendo a un tftulo de 108
102 pfu/ml en la recoleccidn al dfa 4-6 despuds de la infeceid.
En la recoleccidn, el liguido se retira del matraz y se conser-
va congelado a -70°%c.

Después de retiradas las cdlulas y los resfduos celu-
lares se titula una pequefia muestra por el procedimiento de ti=
tulacidn en placa. Si se ha alcanzado un tftulo aceptable (en-
tre 107’5 v 108+ 5 pfu/ml o superior), las cdlulas y los resfduas
celulares se retiran de lo recogido por centrifugacidn o filtrd
cidn en condiciones estdriles.

Despuds de afiadir un estabilizador apropiado, el flui
do estd ya dispuesto, por ejemplo, para su distribucicon en via-
les para liofilizacidn del producto final.

Se comprenderd que dentro del dmbito de la presente in
vencidn se inecluyen igualmente las vacunas de la rabia de virus
muertos (inactivados), preferentemente para uso humano.

BEstas vacunas de la rabia inactivadas pueden preparany
se inactivando los virus en los fluidos de cultivo preparados
pro procedimientos conocidos o modificaciones de los mismos,
por ejemplo, por adicidn de beta-propiolactona, formalina )
acetiletileneimina, o por radiacidn ultravioleta.

Se comprenderd que las vacunas de la rabia, derivadas

dé la cepa de virusg de la presente invencidn, pueden contener
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uno o mfs estabilizadores, preservativos, sales tampén y aditi-
[

vos adecuados. Por el término administracidn intestinal,como se
emplea en la memoria y reivindicaciones, se quiere dar a enten-
der la administracién de las vacunas en una forma en la cual 1i
beracidén el virus de esta invencidn sl intestino. ;

5 Ia presente invencidn se ilustra por los ejemplos si-
EJEMPLO 1

guientes: o monocapas .de fibroblastos primarios o secundarios

de embridn 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 infeccidn (m.o.i.) de 0,02 a 1

10 pfu/bélula. También se pueden utilizar cantidades menorés.éel
virus, pero en ese caso se prolongs el periodo de incubacidn.
Para que el virus de giembra se fije a las cdlulas se necesita
un periodo mifnimo de infeccidn de una hora. Acto seguido se
retira el virus restante que no se ha fijado y se afiade el me~
15 dio de mantenimiento, consistente en Eagle medio Basal (BME)
en solucidn saline de Earle, a la que se afiaden cantidades apro
piadas de antibidticos y un 0,2 % de albumina de las espdcies
correspondientes en las que vaya a utilizarse la vacuna, cui-
dando de que la mezcla final del medio de comservacidn tenga
20 un pH de 8,2:

Ia inoubacidn a 33-35°C durante un perfodo de 4 a 8
dfas de las células infectadas con el virus da como resultado
un pronunciado CPE (efecto citipdtico), ¥y a continuacidn se
congela el medio a -70°¢.  Acto geguido ge retiran lag cdlulas
25 ¥ los residuos celulareg, despuds de descongelar el producto
por centrifugacidn a 1.000 np.m. o por filtracidn a través de
un filtro de membrana (5 micras de tamafio de poro) en condicio-
nes estdriles. El fluido, tanto sobrenadante como filtrado, se

almacena a -70°C ¥ se toman muestras para fines de titulacidn

30 | por el método de colocacidn en placas in vitro anteriormente
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mencionado (Bijlengs y Joubert).

Los titulos aceptados para lotes de vacunas que se
vayan a utilizar pera vacunacidn efectiva despuds de exposi-
cidn son de 108 pfu/ml. Para vacunscidn antes de la exposi-
cidn se pueden aceptar titulos minimos de hasta 107 pfu/ml.

Ia produccidn de lotes de vacuna tal como se acaba

de describir se controla por las prusbas habituales de poteﬁ-
cia (prueba NIH y de Habel), y para los lotes que se vayan a -
utilizar para tratamiento despuds de la exposicidn, se incluy4
un nuevo método de prueba de potencia, segun Bijlenga, G., Sig
posio sobre adelantos en la Investigecidn sobre la Rabia, Geox
gla EE.UU., T7-9 de geptiembre de 1976, pdgina 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 inoculacidn
intraperitoneal de 0,5 ml de vacuna en un plazo de 24 horas.
Todos los ratones vacunadog deben gobrevivir, mientras que
habrdn muerto aproximadamente un 50 % de los ratones de con-
trol antes del final de la 38 semana del periodo de ensayo.

De acuerdo con los requisitos mInimos establecidos
internacionalmente, se siguen también los habituales contro-
les de las pruebas de esterilidad para posible contaminacidn
bacteriana o viral de los lotes de vacuna, junto con los pro-
cedimientos para el control de las cdlulas primarias o secwn-~
darias y las lineas de cdlulas empleadas para la produccidn de
las vécunas.

EJENPIO IT

Unas células BHK-21 135 ge hacen crecer en suspensidn

en wn matraz rotativo de Bellco con una barrs para colgar, ul
lizando medio NHK-21 para cultivo rotativo al que se afiaden
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10 % de caldo de fosfato de triptosa y un 10 % de suero - de
fernera inactivado, en presencia de antibidticos (100 UI de p
nicilina y 100 microgramos de estreptomicina). ILas células sj
hacen crecer hasta que se alcanza un nivel de 2 x 10° cdlulas/
ml, mientras que las cdlulas se agltan suficientemente para
mantenerlas en suspensidn y evitar que se arracimen entre si.
Despuds de hacer girar las células a 800 r.p.m.por medio de |
una centrifuga,se procede a infeccidén con cepa 675 de virus de
.siembra de la rabia en una mltiplicidad de infeccidn enﬁrqvo,01
y 1 pfu/célula durante 45 minutos bajo agitacién constante.
Despuds de infecci&n, las células se suspenden de nuevo
en el matraz agitador y se afiade el medio de conservacidn,
consistente en medio de cultivo agitador BHK-21 al que se ha .
afiadido un 0,2 ¢ de la fraccidn V de’ albumina de suero bovino,
Junto con cantidades apropiadas de antibidticos aceptables
(por ejemplo, kanamicina o neomicina), al mismo tiempo que se
ajusta'al pH a 7,8. Durante la infeccidn, la temperatura se
mantiene a 33°C y todos logs dfas se retira para examen por la
tdcnica de la inmunofluorescencia una pequefla muestra del na-
traz agitador. Entre dos a tres dfas despuds de la infeccidn,
de un 80 a wn 100 % de las cdlulas de estas muestras deberian
mostrar una inmunofluorescencia especifica para los cuerpos de
inclusidn de la rabia en sus citoplasmas, lo que a su vez ga-
rantiza un tftulo adecuado de 108 & 109 pfu/ml al recogerse a
los 4~6 dfas despuds de la infeccidn. En la recogida, el 1i-
quido se retira del matraz y se mantiene congelado a -70°C.
Una pequefia muestra de lo recogldo se mantiene separadamente
para titulacidn despuds de retirar las células y los residuos
celulares por el procedimiento de titulacidn en placa. Si el

$ftulo es aceptable (entre 10777 y 10812 pru/ml o mds), las cf
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lulas y los resfduos celulares se retiran de lo recogido como
gse ha descrito anteriormente y el fluido queda preparado, des-
puds de afiadir un estabilizador aprOpiado, para distribucidn
en viales para liofilizacidn del producto final.

Como variante, puede utilizarse otro procedimiento, &
fin de conseguir titulos aun superiores, infectsndo unas mono-
capas completas fijas o dichas monocapas en frascos de cultivo
rotativb. Entre dos y ocho horas despuds de la infeccidn, las
¢dlulas se tripsinizan, y se ponen en cultivo de suspensidn co-
mo se ha descrito anteriormente. Hay que cuidar de que no ocu-
rra arracinamiento de las cdlulas. De esta manera, se pueden
emplear mas de 2 x 108 cdlulas/ml 1o que proporciona tftulos
superiores a lo recogido, segun él mimero de células infectadas
que se ponen en cultivo en suspensidn.

EJEMPIO ITI

A fin de demostrar el uso y el valor de las vacunas
viva e inactivada de la rabia segtn la presente invencidn,
enumeramos a continuacidn algunos resultados de los experimen-
tos de vacunacidn antes y despuds de la exposicidn:

A.- Vacunacidn oral de zorros con cepa 675 de vacuna
viva de la rabia (2 ml/zorro), siendo el titulo de'la vacuna de

2 x 108 pfu/ml.
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A.‘l:aquey‘?E

L(23'12'75)

N2 de¢ iden< Edad en el
tificacidn | momento de
del zorro | la vacuna-

eidn
(11.8.75)

P{tulo del suero en UIF

(11.9.75){(7.10.75) [ (21.11.75)

Animales
vacunados

oralmente

controles

(animales
vacunados

7,0
1,6
2,4

8,2 | Protegido
1’4 "
3,2 "

84 5 meses 4,0
153

2,0

- 86 6 meses
88 6 meses
murld a

los 15
dfasg

83 6 meses

nurid a
los 17
dfas

nurid a
los 18
dfas

85 6 meses

92 6 meses

10

15

® Una U.I. (Unidad Internacional) = wna dilucidn en suero de
1/300, cuya dilucidn proporciona wna lectura de punto final
de reduccidn en placa del 50 %.

¥# Para probar el valor protector de la vacuna se utilizd una
dosis muy elevada del virus de ataque (de las gldndulas sali-
vares de zorra infectada naturalmente), a saber 1.391.610
MLD50. .

Bste experimento muestra la eficacia de la vacunacidn '
oral de jdvenes zorros. ILas regpuestas inmunitarias de los zo~-
rros demostraron ung adecuada seroconversidn v buenos tIitulos.
Mds de cinco meges despuds de la vacunaoidn, los tres 2zorros
contindan totalmente protegidos y los tres zorros de control ny
rieron despuds de periodos muy cortos de incubacicdn, lo que se

debe a la elevadisime dosis del virus de ataque inoculado inﬁrg

muscularmente en la pata trasera derecha. Una dosis habitual
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de ataque empleada para zorros es de 3000 MIDg,.

B.~ Resultados seroldgicos despuds de vacunacidn con

cepa 675 inactivada.

- 18 -

Bspscie |Peso del Dogis de la T{tulos séricos 4 se=-
del ani |[animal vacuna manas despuds de la
mal (kg) vacunacidn
Perro .1 6,5 2ml i.m. 6,8
2 8 2ml i.m. 6,3
3 12 2 ml i.m. 5,5
4 10 2 pl i.m. 12,3
5 15 2 ml i.m. 5,9
6 14 2 ml i.m. 4,5
7 17 2 pwl i.m. 3,8
8 ' 17 2 ml i.m. 2,5
Vaca 1 200 5 nl s.c. 4,5
2 400 5 ml s.c. 8,5
3 | 300 5 ml s.c. 15,5
4 500 5 ml s.c. 4,8
5 400 5 ml s.c. 1,6
6 600 5 ml s.c. 8,9
7 500 5ml g.c. 3,8
8 400 5al s.c. 4,7
=

t{tulog indicados se expresan en U.I. como en la Tabla ante~

rior.

ocho perros y las ocho vacas mostraron todos una seroconver-
sidn con titulos muy elevados.

ra seroconversidn ha sido establecido por la Farmacopea Zuro-

Se administrd wna sola inyeccidn de la vacuna y los

A las cuatro semanas despuds de la vacunacidn los

El t{tulo minimo requerido pa=-
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Ce~ Proteccidn de ratones de laborstorio despudg de

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

-19 -

Tipo de |Intervalo entre la infeccidn y la vecunscidn
vacuna
1 1 12 (3 (4 [5 |6 |7 |8 (o=
hora |[dfa |dfas |dfas |dfas |dfas |dfas|afas dfas| dfas
Vacuna - .
viva 675
No dilui =
da 0/10%*11/10]1/10 |1/10 |2/10 |0/10|0/10| 4/10 5/10{ 3/10
10-1 1/10
102 4/10
10-3 6/10
10-4 8/10 ‘
Contro- . ]
les 6/10 18/10{7/10|7/10|7/10 7/10|6/1016/10{6/10| 8/10
Vacuna
inacti-~
vada
675%
No dilui o
da 0/10 {1/10|5/10
10-1 1/10 ]
10*2 6/10
10-3 8/10 ]
10-4 6/10 ]

¥ T{tulo de la vacuna 1082

rfu/ml (para vacuna inactivada el

t1tulo se determind antes de la inactivacidn).

a6
Miémero de fallecimientos/nmero e ratones inoculados.
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1 traron en una. sola dosis (0,5 ml) intraperitonealmente a diver<

o o R L Y —— e e e 4 e - w e

=% Do vacunaciones (Los dfas 9 y 11).

Todog los ratones indicados en esta tabla fecibiaron
intramuscularmente una inoculacidn de virus de la rabia de la
gldndula salivar del zorro (solucidn 0,1 ml) que matd el 60-80
% de los controles, con un perfodo de incubacicdn de 9 a 11
dfas.

La cepa 675 de vacuna viva e inactivada se adminis-

sos perfodos despuds de la infeccidn inicisl tal como se indi-
ca en la Tabla. .

La vacuna viva no diluida protegia todavia 6 dias
despuds de la infececidn, lo que nunca se habia observado en
ninguna otra vacuna comercial disponible. Esta proteccidn de-
musstra que incluso despuds de que el virus de la rabia ha al~
canzado el sistema nerviéso central, pueden curarse log rato-
nes.

Con dos vacunaciones a intervalo de un dfa y comenzan-
do nueve dfas despuds de la infeccidn, algunos de los ratones
quedaron todavia protegidos.

Esta vacuna viva podrfa diluirge también hasta diez
veces y proporcionar proteccidn, pero no mds de 24 horas des-
puds de la infeccidn. .

La vacuna inactivada protegfa sdlo cuando se aplicaba
dentro de las 24 horas siguientes a la infeccidn, y también pg
dfa diluirse, pero no mds de diez veces.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
as{ como la manera de realizarlo en la prdetica, debe hace;se
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sug
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no altereﬁ

su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

l.~ Procedimiento para preparer vacunas vivas e ingg
tivadas del virus de la rabia, paravadministracién pafenteral
y no parenteral, por éjemplo, oral 6 intestinal, caracterizado
porque lasg vacunas se derivan de la cepa de nueve especie n9675
del virus de la rabia, depositada con el nimero CNCTC A0 4/77
por los procedimientos habituales, a saber, cultivos de célu-
las in vitro, por aplicacién de los controles habitusles y pres
critos para eliminar las contaminaciones bacterianas y/o vira-
les.

, 2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte
rizado porque el virus resultante se incorpora opcionalmente
en un medio para administracién oral, intestinal o parenteral.

3.= Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte
rizado porque las vacunas se preparan haciendo c¢recer el virus
de la rabis en sistemas celulares suficlentemente susceptibles
8 infeceién de la rabia de células de origen avicola 6 células
de mamiferos; congelar la suspensién de células a -éOOC'o menos
y/o someter la suspensibén de células a vibracién ulbtrasénica a
fin de disgregar las c¢élulas y liberar el virus, seguido por regi
rada de las células y los residuos celulares por filtracibn o
nentrifugacién en condiciones estériles, seguido optativamente
por inactivacidén del virus en los fluidos de cultivo.

4;- Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque unos fibroblastos de embrién de pollo se infectan
con la cepa n? 675 del virus de siembra de la rabia, teniendo
wna multiplicidad de infeceidn de 0,02 & 1 pfu/célula, siendo
el periodo de infeccién de 21 menos una hora, y afiadiéndose un
medio de conservacidén a un pH de 8,0 a 8,2, despuéds de retirada

de los virus que no se han fijado, seguido por incubacidn de

las células infectadas por virus a 32-39°C durante 3-10 dias,

y



10

15

20

25

{do el medio de células a -702C o menos, y filtrando o centrifu-

procediéndose a congelar el medio y las células a -70°C o menos
¥ a la posterior filtracién y centrifugacidén en condiciones esté
riles, seguido optativamente por inactivacién del virus en los
fluidos de cultivo.,

5.~ Procedimiento seglin la reivindicacidén 4, caracte-
rizado porgue como medio de comservacién se utilize medio Basal
de Eagle (BME) en solucién salina de Earle, a la que se afiaden
centidades apropiadas de antibiéticos y de un 0,2 a un 0,5% de
albdmina.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 3, caracte-
rizado porque unas células de rifién de cris de Hanster 21 (21
pasos) 13 S (13 pasos de cultivo de suspensién), erecides en
suspensién en un matraz fotativo, en un medio BHE-2l para culti
vo rotativo, al que se han afiadido pequefias cantidades de caldo
de fosfato de triptosa, suero inactivado de ternera y antibiéti
cos, hasta un nivel de aproximadamente 2 x 108 células/ml, se
infectan con la cepa 675 del virus de siembra de la rabia, en
una nultiplicidad de infeccién entre 0,01 y 1, pfu/célula bajo
agitacibén, seguido por incubacién del virus en suspensién en me
dio de conservacién & un pH entre 7,5 y 8,0 y 2 una temperatura
de 32 a 359C durante 4-6 dfas después de la infeccién, congelan

gando después en condiciones estériles, seguido optativamente por
inuctivacién del virus en los fluidos de cultivo.

7 .- Procedimiento para preparar vacunas vivas e inac—g

tivadas del virus de la rabla, tal y como quede sustancialmente%

| descrito en la presente Memoria.




Esta Memoris consta de 23 hojas escritas a méquina

por una sola cara.

Madrid,
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