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ES 2367081 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la replicacién de virus de la gripe en cultivo celular y los virus de la gripe que pueden obtenerse
por el procedimiento

La presente invencion se refiere a procedimientos para preparar una vacuna para administracién a seres humanos o
animales en cultivo de células MDCK a temperaturas reducidas.

Mancini y col. (Rev. Farm. Bloquim. Univ. Sdo Paulo, Vol. 29(2) 1993; 89-95) desvela experimentos en los que se
evalué la diferencia de tripsina en la multiplicacion de virus de la gripe en células MDCK. En estos experimentos las
células se incubaron a 35 °C después de que se afnadiera el virus de la gripe.

Todas las vacunas de la gripe que se han usado desde los afios 40 hasta la actualidad como vacunas permitidas
para el tratamiento de seres humanos y animales consisten en una o mas cepas del virus que se han replicado en
huevos de gallina embrionados. Estos virus se aislaron del fluido alantoideo de huevos de gallina infectados y se
usan sus antigenos como vacuna como particulas del virus intactas o como particulas del virus disgregadas por
detergentes y/o disolventes, denominada vacuna escindida, o como proteinas del virus definidas aisladas,
denominada vacuna de subunidad. En todas las vacunas permitidas, los virus se inactivan por procedimientos
conocidos por el experto en la materia. Incluso la replicaciéon de virus atenuados vivos, que se ensaya en vacunas
experimentales, se lleva a cabo en huevos de gallina embrionados.

El uso de huevos de gallina embrionados para producciéon de vacunas es costoso, laborioso y consume tiempo. Los
huevos, de poblaciones sanas de gallinas controladas por veterinarios, deben incubarse antes de la infeccion,
habitualmente durante 12 dias. Antes de la infeccidn, los huevos tienen que seleccionarse con respecto a embriones
vivos, puesto que solo estos huevos son adecuados para replicacion del virus. Después de la infeccién los huevos
se incuban de nuevo, habitualmente durante 2 a 3 dias. Los embriones aun vivos en este momento se sacrifican por
frio y el fluido alantoideo se obtiene después a partir de los huevos individuales por aspiraciéon. Por medio de
procedimientos de purificacién laboriosos, se separan sustancias del huevo de la gallina que conducen a efectos
secundarios no deseados de los virus y se concentran los virus. Puesto que los huevos no son estériles (sin
patégenos), es necesario adicionalmente retirar y/o inactivar pirogenos y todos los patégenos que posiblemente
estan presentes. Para aumentar la produccion de virus, la replicacion de los virus de la gripe en los huevos de
gallina como norma se lleva a cabo a temperaturas reducidas (aproximadamente 34 °C). Incluso los virus que
provocan enfermedades respiratorias pueden replicarse en cultivo celular. Aqui también, en algunos casos, se
emplean temperaturas reducidas (aproximadamente de 33 °C), que, sin embargo, no tienen efecto en la calidad de
una vacuna que pueda obtenerse, sino que favorecen Unicamente la replicacion.

Pueden replicarse virus de otras vacunas tales como, por ejemplo, virus de la rabia, virus de las paperas, sarampién
y rubéola, virus de la polio y virus de FSME en cultivos celulares. Puesto que los cultivos celulares que se originan
de bancos celulares ensayados estan sin patégenos y, a diferencia de los huevos de gallina, son un sistema de
replicacién de virus definido que (tedricamente) esta disponible en cantidades casi ilimitadas, hacen posible una
replicacién de virus econémica en ciertas circunstancias incluso en el caso de virus de la gripe. La produccién de
vacuna econdmica se consigue también posiblemente en tanto que el aislamiento y purificacion del virus de un
medio de cultivo celular estéril definido parece mas sencilla que del fluido alantoideo que contiene proteina en gran
medida.

El aislamiento y replicacién de virus de la gripe en huevos conduce a una seleccién de ciertos fenotipos, la mayoria
de los cuales difiere del aislado clinico. A diferencia de esto esta el aislamiento y replicacién de los virus en cultivo
celular, en el que no se produce seleccion dependiente de pase (Oxford, J.S. y col., J. Gen. Virology 72 (1991), 185 -
189; Robertson, J.S. y col., J. Gen. Virology 74 (1993) 2047 - 2051). Para una vacuna eficaz, por lo tanto, la
realizacién de virus en cultivo tisular también va a preferirse a partir de este aspecto que de huevos. Se sabe que los
virus de la gripe pueden replicarse en cultivos celulares. Ademas de células embrionarias de gallinas y células de
hamster (BHK 21- F y HKCC), células MDBK y en particular células MDCK se han descrito como células adecuadas
para la replicacion in Vitro de virus de la gripe (Kilbourne, E. D., en: Influenza, paginas 89 - 110, Plenum Medical
Book Company- Nueva York y Londres, 1987). Un prerrequisito para una infeccion exitosa es la adicion de proteasas
al medio de infeccion, preferentemente tripsina o serina proteasa similares, puesto que estas proteasas escinden
extracelularmente la proteina precursora de hemaglutinina [HAo] a hemaglutinina activa [HA; y HA2]. Solamente la
hemaglutinina escindida conduce a la adsorcion de los virus de la gripe en células con asimilacion de virus posterior
en la célula (Tobita, K. y col., Med. Microbiol. Immunol., 162 (1975), 9 - 14; Lazarowitz, S.G. & Choppin, P.W.,
Virology, 68 (1975) 440 - 454; Klenk, H.-D. y col,. Virology 68 (1975) 426 - 439) y de este modo a un ciclo de
replicacién adicional del virus en el cultivo celular.

La Patente US 4 500 513 describe la replicacion de virus de la gripe en cultivos celulares en células que crecen de
forma adherente. Después de la proliferacion celular, el medio nutriente se retira y se afiade medio nutriente fresco a
las células, teniendo lugar la infeccion de las células con virus de la gripe simultdneamente o poco después. Un
tiempo dado después de la infeccidn, se afiade proteasa (por ejemplo tripsina) para obtener una replicacién de virus
optima. Los virus se recogen, purifican y procesan para proporcionar vacuna inactivada o atenuada. La replicacion
de virus de la gripe econdmica como un prerrequisito para la produccion de vacunas no puede conseguirse, sin
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embargo, usando la metodologia descrita en la patente mencionada, puesto que el cambio de medio, la infeccion
posterior asi como la adiccion de tripsina que se lleva a cabo mas tarde, necesitan que se abran los recipientes de
cultivo celular individuales varias veces y es por lo tanto muy laboriosa. Ademas, aumenta el peligro de
contaminacion del cultivo celular por microorganismos no deseables y virus con cada manipulaciéon de los
recipientes de cultivo. Una alternativa mas rentable es proliferacién celular en sistemas fermentadores conocidos por
el experto en la materia, creciendo las células de forma adherente en micro vehiculos. El suero necesario para el
crecimiento de las células en los micro vehiculos (habitualmente suero de ternero fetal), sin embargo, contiene
inhibidores de tripsina, de modo que incluso en este procedimiento de produccion es necesario un cambio de medio
a medio sin suero para conseguir la escision de la hemaglutinina de la gripe por tripsina y por lo tanto una replicacion
de virus adecuadamente alta. De este modo esta metodologia también requiere la apertura de los recipientes de
cultivo varias veces y por lo tanto trae consigo el aumento de peligro de contaminacion.

La presente invencion se basa por lo tanto en el objeto de realizar procedimientos disponibles que hagan posible
una aplicacion de virus de la gripe simple y econdmica en cultivo celular y conduzca a una vacuna altamente eficaz.

Este objeto se consigue por la provision de las realizaciones indicadas en las reivindicaciones de la patente.

Se ha descubierto sorprendentemente que por la replicacién de los virus de la gripe en células infectadas a
temperaturas reducidas, se obtienen virus que tienen una eficacia sensiblemente superior como vacuna que los virus
que se obtienen por replicacion a 37 °C. La replicacién a 37 °C, la temperatura usada habitualmente para la
replicacién de gripe en el cultivo celular, ciertamente conduce a rendimientos de virus comparativamente altos en un
tiempo corto. Sin embargo, los virus introducidos de este modo tienen una eficacia baja como vacuna en
comparacién con virus que se preparan por el procedimiento de acuerdo con la invencion.

En el contexto de la presente invencién, se establecié una linea celular adicional a partir de la linea celular de rifién
canina MDCK, adaptandose dicha linea celular adicional a crecimiento en suspensién en medio sin suero y hace
posible por lo tanto una replicaciéon de virus y cultivo eficaz y particularmente simple. Esta linea celular, MDCK
33016, se usa preferentemente particularmente en el procedimiento de acuerdo con la invencién. Se deposité con el
nuamero de depodsito DSM ACC 2219 el 7 de junio de 1995 de acuerdo con los requisitos de la Convencion de
Budapest para el reconocimiento de la deposicion de Microorganismos para fines de patente en la Coleccion
alemana de Microorganismos (DSM) en Brunswick (Republica Federal de Alemania), que se reconoce como el sitio
de deposicion Internacional.

Para cultivar las células en el procedimiento de acuerdo con la invencién, pueden usarse los procedimientos
habituales conocidos por el experto en la materia para el cultivo celular, en particular los que ya se conocen para la
replicacién de virus de la gripe en cultivo celular. Llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la invencién usando
células que crecen en suspension, en particular las que pueden cultivarse en medio sin suero, hace posible una
aplicacién de virus particularmente simple y eficaz. El cultivo de las células en suspension puede en este caso
llevarse a cabo tanto en el procedimiento discontinuo como en el sistema de perfusion, por ejemplo en un
fermentador de recipiente agitado, usando los sistemas de retencion celular conocidos por el experto en la materia,
tales como, por ejemplo, centrifugacion, filtracion, filtros de centrifugacién y similares.

El cultivo de las células se lleva a cabo como norma a un pH regulado que esta preferentemente en el intervalo de
pH 6,6 a pH 7,8, en particular en el intervalo de pH 6,8 a pH 7,3.

Ademas, el valor de pO: puede regularse ventajosamente y esté por lo tanto como norma entre 25 % y 95 %, en
particular entre 35 % y 60 % (basandose en la saturacién de aire).

La infeccion de las células cultivadas en suspension se llevan a cabo preferentemente cuando Ias células en el
procedimiento discontinuo han alcanzado una densidad celular de aproximadamente 8 a 25 x 10° células/ml o de
aproximadamente 5 a 20 x 10° células/ml en el sistema de perfusion. Si se usan células que crecen de forma
adherente, la densidad celular 6ptima para la infeccién depende de la linea celular particular.

La infeccién de las células con virus de la gripe se lleva acabo preferentemente a una m.o.i (multiplicidad de
infeccion) de aproximadamente 0,0001 a 10, preferentemente de 0,002 a 0,5.

La adiccién de una proteasa que provoca la escision de la proteina precursora de hemaglutinina [HAo] y por lo tanto
la adsorcion de los virus a las células puede llevarse a cabo de acuerdo con la invencién poco antes,
simultaneamente con o poco después de la infeccion de las células con virus de la gripe. Si la adiccién se lleva a
cabo simultaneamente con la infeccién, la proteasa puede afiadirse directamente al cultivo celular a infectar o, por
ejemplo, como un concentrado junto con el inoculado de virus. Si se usa un medio que contiene suero para el
cultivo, este deberia retirarse antes de la adicion de proteasa. La proteasa es preferentemente una serina proteasa y
particularmente preferentemente tripsina.

Si se usa tripsina, la concentracion final afadida en el medio de cultivo es ventajosamente de 1 a 200 pg/ml,
preferentemente de 5 a 50 pug/ml y particularmente preferentemente de 5 a 30 ug/ml.

Después de la infeccion, el cultivo de células infectadas se cultiva adicionalmente para replicar los virus, en
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particular hasta que pueda detectarse un efecto citopatico maximo o una cantidad maxima de antigeno de virus.

En una realizacion preferida del procedimiento, la recogida y aislamiento de los virus de la gripe replicados se lleva a
cabo de 2 a 10 dias, preferentemente de 3 a 17 dias, después de la infeccion. Para hacer esto, por ejemplo, las
células o restos celulares se separan del medio de cultivo por medio de procedimientos conocidos por el experto en
la materia, por ejemplo por separadores o filtros. Después de esto la concentracién de los virus de la gripe presentes
en el medio de cultivo se lleva a cabo por procedimientos conocidos por el experto en la materia, tales como, por
ejemplo, centrifugacion del gradiente, filtracion, precipitacion y similares.

Los virus de la gripe que pueden obtenerse por un procedimiento de acuerdo con la invencién puede formularse por
procedimientos conocidos para proporcionar una vacuna para administracion a seres humanos o animales. Como ya
se ha explicado anteriormente, los virus de la gripe de este tipo tienen una mayor eficacia como vacunas que los
virus de la gripe que se obtienen por replicacion a 37 °C en cultivo celular. La inmunogenicidad o eficacia de los virus
de la gripe obtenidos como vacunas puede determinarse por procedimientos conocidos por el experto en la materia,
por ejemplo por medio de la protecciéon transmitida en el experimento de exposicién o como titulaciones de
anticuerpo de anticuerpos neutralizadores del virus.

La determinacién de la cantidad de virus o antigeno producida puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante la
determinacion de la cantidad de hemaglutinina por procedimientos conocidos por el experto en la materia. Se sabe,
por ejemplo, que la hemaglutinina escindida se une a eritrocitos de diversas especies, por ejemplo a eritrocitos de
gallinas. Esto hace posible una cuantificacién sencilla y rapida de los virus producidos o del antigeno formado por
procedimientos de deteccidn apropiados.

Por medio de experimentos de comparaciéon en modelos animales, se demostré que los virus de la gripe de acuerdo
con la invencién producen una titulacién apreciablemente superior de anticuerpos neutralizadores que los virus
replicados a 37 °C y por lo tanto transmiten una proteccion sensiblemente mejor contra infeccion por virus de la
gripe. En experimentos con ratones como modelo animal, la titulacion de anticuerpos neutralizadores fue, por
ejemplo, mayor en al menos un factor de 42, semanas después de la vacunacion que la titulacion de anticuerpos
neutralizadores después de la inoculacion con virus de la gripe que se habian replicado a 37 °C. 4 semanas después
de la inoculacién, la titulacion de anticuerpos neutralizadores era mayor en al menos un factor de 17 y en algunos
casos hasta 27 veces mayor. Si se llevara a cabo una revacunacion, la titulacion de anticuerpos neutralizadores
podria ser mayor en un factor de mas de 60 cuando se usan virus de la gripe de acuerdo con la invencién en
comparacién con virus de la gripe que se habian replicado a 37 °C. En consecuencia, la tasa de supervivencia de
animales en un experimento de exposicion usando una administracién de 1000 DLso (dosis letal al 50 %) puede
aumentarse de 1/10 a al menos 8/1, preferentemente a 9/10 y particularmente preferentemente a 10/10 (100 %).

Las vacunas que contienen virus de la gripe que pueden obtenerse del procedimiento de acuerdo con la invencion
pueden contener opcionalmente los aditivos habituales para vacunas, en particular sustancias que aumentan la
respuesta inmune, es decir los denominados adyuvantes, por ejemplo hidroxidos de diversos metales,
constituyentes de paredes celulares bacterianas, aceites o saponinas y ademas excipientes farmaceuticamente
tolerables.

Los virus pueden estar presentes en las vacunas como particulas de virus intactas, en particular como virus
atenuados vivos. Para este fin, los concentrados de virus se ajustan a la titulacion deseada y se liofilizan o
estabilizan en forma liquida.

En una realizacion preferida adicional, las vacunas pueden contener virus disgregados, es decir inactivados, o
intactos, pero inactivados. Para este fin, la posibilidad de infeccion de los virus se destruye por medio de
procedimientos quimicos y/o fisicos (por ejemplo por detergentes o formaldehido). La vacuna se ajusta después a la
cantidad deseada de antigeno y después de posible mezcla de adyuvantes o después de posible formulacion de
vacunas, se distribuye, por ejemplo, como liposomas, microesferas o formulaciones de liberacion lenta.

En una realizacién preferida adicional la vacuna puede finalmente estar presente como vacuna de subunidad, es
decir, puede contener constituyentes de virus aislados definidos, preferentemente proteinas aisladas del virus de la
gripe. Estos constituyentes pueden aislarse de los virus de la gripe por procedimientos conocidos por el experto en
la materia.

Los ejemplos ilustran la invencién.
Ejemplo 1
Replicacion de virus de la gripe en células MDCK a 33 ¢C

Se replicaron células MDCK (ATCC CCL 34) en frascos de cultivo celular (MEM de Eagle [EMEM] usando FCS 2 %,
incubacién a 37 °C durante 4 dias). El césped celular denso resultante se separ6 de la pared del recipiente usando
solucién de tripsina, las células se aislaron y el concentrado de células se resuspendié en medio que contenia suero.
Las células se inocularon en frascos rotatorios (200 ml/frasco) a una densidad celular de 5 x 10° células/ml y se
incubaron a 37 °C a 4 rpm. Después de dos dias, las células se infectaron con virus de la gripe. Para hacer esto, se
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retiro el medio por encima del césped celular denso y se reemplazo con EMEM sin suero. Se afadié virus de la gripe
A/PR/8/34 con una m.o.i. (multiplicidad de infeccién) de 0.1 y tripsina en una concentracién final de 25 pg/ml al
medio. Se incubaron dos frascos rotarios en cada caso a 37 °C o a 33 °C. La replicacion del virus se determind como
cantidad de antigeno (medida como unidades de hemaglutinina) y como posibilidad de infeccion (medida en el
ensayo de CC Dlsp) y se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1

Replicacion de gripe A/PR/8/34 en frascos rotatorios (linea celular MDCK) después de incubacion a 37 °C y
33 2C, medida como contenido de antigeno (unidades de HA y posibilidad de infeccion) (CCDlso))

Contenido de HA CCDlso/ml [log1o]
2dpi 3 dpi 4 dpi 4 dpi

37°C 1:128 1:512 1:1024 6,4

33°C 164 1:256 1:1024 5,7

dpi = dias después de la infeccién

Las relaciones indicadas significan que una dilucion 1:X de la recoleccion del virus aun tiene propiedades
hemaglutinantes. Las propiedades hemaglutinantes pueden determinarse, por ejemplo, como se describe en Mayer
y col., Virologische Arbeitsmethoden, [Virological Working Methods, Volumen 1 (1974), paginas 260-261 o en Grist,
Diagnostic Methods in Clinical Virology, paginas 72-75.

La determinacién del valor de CCDIsp puede llevarse a cabo, por ejemplo, de acuerdo con el procedimiento que se
describe en Paul, Zell- und Gewebekultur [cultivo tisular y celular] (1980), Pag. 395.

Ejemplo 2

Preparacion de una linea celular que se adapta a crecimiento en suspension y puede infectarse por virus de
la gripe

Se selecciona una linea celular que es adecuada para el crecimiento en cultivo en suspension y puede infectarse por
virus de la gripe comenzando a partir de células MDCK (ATCC CCL34 MDCK (NBL-2)), que habian proliferado por
medio de solamente unos pocos pases o durante varios meses en laboratorio. Esta seleccion se llevé a cabo por
proliferacién de las células en frascos rotatorios que se rotaron a 16 rpm (en lugar de aproximadamente 3 rpm como
es habitual para frascos rotatorios que tienen células que crecen de forma adherente). Después de varios pases de
las células presentes suspendidas en el medio, se obtuvieron cepas celulares que crecian en suspension. Estas
cepas celulares se infectaron con virus de la gripe y se seleccionaron las cepas que producian el mayor rendimiento
de virus. Un aumento en la tasa de células que crecian en suspensién durante los primeros pases a 16 rpm se
consigui6 en de 1 a 3 pases mediante la adicion de sistemas de seleccion conocidos por el experto en la materia,
tales como hipoxantina, aminopterina y timidina, o alanosina y adenina, individualmente o en combinacion. La
seleccion de células que crecen en suspensién también es posible en otros sistemas de cultivo celular agitados
conocidos por el experto en la materia, tales como matraces agitados. Un ejemplo de células que se adaptan a
crecimiento en suspension y pueden infectarse por virus de la gripe es la linea celular MDCK 33016 (DSM
ACC2219).

Ejemplo 3
Replicacion de virus de la gripe en células MDCK 33016 a 33 °C

La linea celular MDCK 33016 (DSM ACC2219) que crecia en suspension se replicé a 37 °C en medio de Iscove con
una tasa de division de 1:8 a 1:12 dos veces por semana en un frasco rotatorio que rotaba a 16 rpm. 4 dias después
de la transferencia, se consiguié un conteo celular de aproximadamente 7,0 x 10° células/ml. Simultaneamente con
la infeccion del cultivo celular ahora de 4 dias de edad con la cepa de la gripe A/PR/8/34 (m.o.i. = 0,1), el cultivo
celular se traté con tripsina (concentracion final 25 ug/ml), se incub6 adicionalmente a 37 °C o 33 °C y se determin6
la replicacion del virus durante 3 dias (Tabla Il).
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Tabla |l

Replicacion de gripe A/PR/8/34, medida como contenido de antigenos (unidades de HA) en frascos rotatorios
(linea de células MDCK MDCK 33016) después de infeccion de un cultivo celular sin cambio de medio a una
temperatura de incubacion de 37 2C o 33 C.

Contenido de HA después de la infeccion (dpi)

1 dpi 2 dpi 3 dpi
37°C 1:64 1:512 1:1024
33°C 1:16 1:128 1:1024

Ejemplo 4
Replicacion de diversas cepas de gripe en células MDCK 33016 (DSM ACC 2219) a 33 °C

La linea celular MDCK 33016 (DSM ACC 2219) proliferé a 37 °C en medio de Iscove con una tasa de division de 1:8
a 1:12 dos veces por semana en un frasco rotatorio que rotaba a 16 rpm. 4 dias después de la transferencia, se
consiguié un conteo celular de aproximadament5e 7,0 x 10° a 10 x 10° células/ml. Simultaneamente con la infeccion
del cultivo celular ahora de 4 dias de edad con diversas cepas de gripe (m.o.i. aproximadamente 0,1), el cultivo
celular se trat6 con tripsina (concentracion final de 25 pg/ml), se incub6 adicionalmente a 33 °C y la replicacion del
virus se determiné el quinto dia después de la infeccion (Tabla Il1).

Tabla lll

Replicacion de cepas de gripe en frascos rotatorios (linea celular MDCK 33016) después de infeccion de un
cultivo celular sin cambio de medio, medida como contenido de antigeno (unidades de HA)

Cepa de gripe Contenido de HA 5 dias después de la infeccion

Contenido de HA

A/Singapur 1:1024
A/Sichuan 1:256
A/Shanghai 1:256
A/Guizhou 1:128
A/Beijing 1:512
B/Beijing 1:256
B/Yamagata 1:512
A/PR/8/34 1:1024
A/Equi 1/Praga 1:512
A/Equi 2/Miami 1:256
A/Equi 2 Fontainebleau 1:128
A/Cerdo/Ghent 1:512
A/Cerdo/lowa 1:1024
A/Cerdo/Arnsberg 1:512
Ejemplo 5

Preparacion de una vacuna de gripe experimental

Después de la inoculaciéon en ratones, los virus de gripe patogénica humana habitualmente no conducen a su
infeccion con procesos patolégicos, de modo que los experimentos de proteccion con ratones son
experimentalmente muy dificiles de construir. La cepa de virus de la gripe A/PR/8/34, sin embargo se adapta a los
ratones y después de administracién intranasal provoca una mortalidad dependiente de dosis en ratones.
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Se preparé una vacuna experimental a partir de virus de la gripe A/PR/8/34 del Ejemplo 3 (A/PR/8 replicado a 37 °C
0 33 °C) los virus de la gripe en medio de cultivo celular se separaron de células y fragmentos celulares por
centrifugacién de baja velocidad (2000 g, 20 minutos, 4 °C) y se purificé por una centrifugacién en gradiente de
sacarosa (10 a 50 % (p/p) de gradiente de sacarosa lineal, 30.000 g, 2 horas, 4 °C). Se obtuvo la banda que
contenia virus de la gripe, se diluy6 con PBS pH 7,2 1:10 y se sediment6 a 20.000 rpm y se recogi6 el precipitado en
PBS (volumen: 50 % del medio de cultivo celular original). Los virus de la gripe se inactivaron con formaldehido
(adicién dos veces de 0,025 % de una solucion de formaldehido de concentracidn a 35 % a un intervalo de 24 horas,
incubacién a 20 °C con agitacion).

Se inocul6 a cada uno de 10 ratones NMRI, de 18 a 20 g de peso, 0,3 ml de cada una de estas vacunas
experimentales inactivadas el dia 0 y el dia 28 por inyeccion subcutanea. 2 y 4 semanas después de la inoculacién y
también 1 y 2 semanas después de la revacunacion, se tomé sangre de los animales para determinar la titulacion de
anticuerpos neutralizadores contra A/PR/8/34. Para determinar la tasa de proteccién, se expuso a los ratones 2
semanas después de la revacunacion (6 semanas después del comienzo del experimento) por administracion
intranasal de 1000 DLsg (dosis letal al 50 %). Los resultados del experimento se recopilan en la Tabla IV.

Tabla IV

Eficacia de vacunas experimentales: para la vacuna A el virus de la gripe A/PR/8/34 se replico a 37 °C y para
la vacuna B a 33 2C. Se investigaron las titulaciones de anticuerpos neutralizadores contra A/PR/8 y también
la tasa de proteccion después de exposicion de los ratones.

Titulacion de anticuerpos neutralizadores/ml* Tasa de proteccion
numero de vivos/total
2 s pvac 4 s pvac 1 s prevac 2 s prevac
37°C <28 56 676 1620 1/10
33°C 112 1549 44 670 112 200 9/10

* Semanas después de la vacunacion (s pvac) y semanas después de la revacunacion (s
prevac)

Los experimentos confirman que los virus de la gripe que se habian replicado a 37 °C en cultivo celular con un alto
rendimiento de antigenos (titulacion de HA) solamente indujeron titulaciones de anticuerpos neutralizadores bajas en
el ratdbn y apenas proporcionaron proteccion, mientras que los virus de la gripe que se habian replicado a 33 °C en el
cultivo celular también con un rendimiento de antigeno alto (titulacion de HA) indujeron titulaciones de anticuerpos
neutralizadores muy altas en el ratén y condujeron a muy buena proteccion.

Ejemplo 6
Replicacion de virus de la gripe en células MDCK a 33 2C y eficacia de la vacuna obtenida

La linea celular MDCK (ATCC CL34) se replicé a 37 °C en un frasco de cultivo celular en MEM de Eagle (EMEM)
con FCS 2 % con una tasa de division de 1:8 a 1:12 dos veces por semana. 4 dias después de la transformacion,
habia resultado un césped celular denso. Después de cambiar el medio a EMEM sin suero, el cultivo celular se
infecté con gripe B/Beijing (m.o.i. = 0,1), se afadi6 tripsina al medio en una concentracion final de 25 ug/ml y se
incubaron los frascos de cultivo celular infectado a 37 °C o a 33 °C. 4 dias después de la infeccidn, el contenido de
HA en ambos lotes experimentales fue de 256 unidades de HA. Después de centrifugacion a baja velocidad para
retirar células/restos celulares, los virus en el sobrenadante se inactivaron con formaldehido (adicion dos veces de
0,025 % de una solucién de formaldehido de concentracion de 35 % en un intervalo de 24 horas, incubacién a 20 °C
con agitacion). En cada seccion experimental, el adyuvante afiadido fue hidroxido de aluminio (concentracién final
del 10 % de una solucion de Al(OH)s de concentracion 2 %). Usando estas vacunas experimentales, se sometié en
cada caso a 3 cobayas (400 a 500 g) por seccién experimental a vacunacion interplantar con 0,2 ml y revacunacion
4 semanas después con la misma vacuna. Para investigar la eficacia de la vacuna, se tomaron muestras de sangre
2, 4 y 6 semanas después de la inoculacién y se ensayaron en el ensayo de inhibicion de hemaglutinaciéon y ensayo
de neutralizacién de suero (consultese Tabla V).
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Tabla V

Eficacia de vacunas experimentales de gripe B/Beijing después de replicacion del virus a 37 ¢C y 33 2C en

cultivo celular: se investigaron los parametros seroldgicos de inhibicion de hemaglutinacion y anticuerpos
neutralizadores (valores medios de 3 cobayas)

Titulacion  de  inhibicibn  de titulacién de anticuerpos neutralizadores

hemaglutinacion

2 s pvac” 4 s pvac” 6 s pvac 2 s pvac 4 s pvac 6 s pvac
37 °C 85 341 1024 851 1290 6760
33°C 85 341 853 3890 22400 117490

* s pvac = semanas después de inoculacion (6 s pvac = 2 semanas después de revacunacion)
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para preparar una vacuna para administraciéon a seres humanos o animales que comprende:

a) replicacién de virus de la gripe en cultivo celular, en el que se cultivan células MDCK que pueden infectarse
por virus de la gripe en cultivo celular, las células se infectan con virus de la gripe y después de la infeccion se
cultivan a una temperatura de 33 °C para replicacion del virus, en la que se afiade una proteasa a las células
cultivadas antes, durante o después de la infeccién con virus de la gripe;

b) recogida y aislamiento de los virus de la gripe replicados de 2 a 10 dias después de la infeccién, incluyendo
una etapa de separar células o restos celulares del medio de cultivo; y

c¢) formulacion de los virus de la gripe replicados para proporcionar la vacuna.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la separacién de células o restos celulares del
medio de cultivo se lleva a cabo por separadores o filtros.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que la etapa b) incluye
adicionalmente una etapa de concentracién de los virus de la gripe presentes en el medio de cultivo.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que la concentraciéon de los virus de la gripe presentes
en el medio de cultivo se lleva a cabo por centrifugacién de gradiente, filtracién o precipitacion.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las células en la etapa a)
se cultivan en suspension en medio sin suero.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la posibilidad de infeccion
de los virus de la gripe replicados se destruye por medio de detergente o formaldehido.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las células MDCK son de
la linea celular MDCK 33016 (depositada con el nimero de depésito DSM ACC 2219 el 7 de Junio de 1995).

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las células que pueden
infectarse por virus de la gripe crecen de forma adherente o en suspensién.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la recogida y aislamiento
de los virus de la gripe tiene lugar de 2 a 7 dias después de la infeccion.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, estando los virus de la gripe
replicados en combinacion en la vacuna con sustancias que aumentan la respuesta inmune.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la posibilidad de
infeccion de los virus replicados se destruye por medio de procedimientos quimicos y/o fisicos.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que los virus estan
presentes en la vacuna como virus atenuados vivos.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la proteasa es una
serina proteasa.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que la serina proteasa es tripsina.
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