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DESCRIPCIÓN

LÍNEA CELULAR VERO ADAPTADA PARA CRECER EN SUSPENSIÓN, PROCEDIMIENTO PARA SU 
OBTENCIÓN Y VACUNAS VIRALES

Campo técnico de la invención

La presente invención versa acerca de una línea celular que puede ser cultivada en un cultivo libre de suero fetal 5
bovino (FCS) y en suspensión sin un portador, y acerca de la producción de vacunas virales usando dicha línea 
celular. Más en particular, la presente invención se refiere al establecimiento de una línea celular que puede ser 
desarrollada en un cultivo libre de proteínas y en suspensión, sin la necesidad de que las células se adhieran a 
ningún portador, y a un procedimiento para producir vacunas virales con dicha línea celular. La presente invención 
se relaciona, además, con los virus obtenidos usando el procedimiento de la invención y con las vacunas formuladas 10
con dichos virus.

Antecedentes de la invención

Para la producción de vacunas virales se usan huevos de gallina, cerebros de ratón, células primarias o líneas 
celulares establecidas para propagar el virus (Principles of Virology. Molecular Biology, pathogenesis and control, 
2001). Estas técnicas convencionales tienen varios problemas:15

1) El uso de huevos de gallina requiere la gestión de la crianza de pollos, debiendo ajustarse la gestión de los 
huevos fertilizados a una programación de producción de vacunas, y procedimientos laboriosos, que 
incluyen una exhaustiva purificación para eliminar por completo componentes derivados de las proteínas 
del huevo (Tree et al., 2001).

2) Las líneas celulares requieren, en general, la adición de suero fetal bovino como un factor de crecimiento 20
celular. Por lo tanto, existe un riesgo asociado de contaminación con agentes de infección y priones y, 
además, el FCS de alta calidad es muy caro, un hecho que suma un coste considerable a la vacuna.

3) Entre las líneas celulares establecidas en las que pueden propagarse diversos tipos de virus, las células 
Vero (células epiteliales de riñón del mono verde africano) se usan de forma generalizada para la 
producción de vacunas de alta calidad para seres humanos y animales (Butler et al., 2000; Franzzati-25
Gallina et al., 2001; patente estadounidense nº 4.664.912; Montagnon, 1989; Montagnon et al., 1981). 
Además, las células Vero son las únicas células recomendadas para preparar virus para la producción de 
vacunas mediante genética inversa en el documento: “WHO guidance on development of influenza vaccine 
reference viruses by reverse genetics”. 2005.6, página 3.

Sin embargo, la células Vero tienen una tendencia a adherirse a las superficies. Así, el uso de células Vero para 30
cultivos a gran escala, debido a la necesidad de reactores con una superficie muy grande o a la necesidad de 
introducción de portadores celulares en el cultivo, resulta sumamente costoso.

El suero fetal bovino se usa a menudo para la propagación de líneas celulares de mamíferos. Sin embargo, cuando 
se usan células de mamífero para la producción de proteínas recombinantes o la producción de virus, existe una 
presión creciente a eliminar el suero del procedimiento de fabricación. Algunas de las razones motivadoras para 35
implementar una tecnología de cultivo celular libre de suero son el coste del suero, la variabilidad entre lotes de 
suero y la calidad del suero, inquietudes regulatorias relativas a los agentes biológicos en el suero y la preocupación
de eliminar las proteínas del suero en el tratamiento corriente abajo. También existe una necesidad reconocida, por 
razones de reducción de costos y de aumento de escala del proceso, del uso de líneas celulares adaptadas al 
desarrollo en suspensión. Existe una necesidad urgente de desarrollar procedimientos más económicos para la 40
producción de vacunas de calidad a bajo costo para hacerlas disponibles en el mundo entero.

Se han realizado muchos desarrollos para obtener líneas celulares Vero en suspensión para obtener un virus para la 
fabricación de vacunas (US 4.664.912, US 4.525.349, US 5.719.051; Higher production of rabies virus in serum-free 
medium cell cultures on microcarriers. Frazzati-Gallina NM. J Biotechnol., 14 de diciembre de 2001, 92(1):67-72). Sin 
embargo, estos documentos describen, en general, el uso de portadores y microportadores para obtener 45
suspensiones de líneas celulares Vero dependientes del anclaje.

En el estado de la técnica, nunca se ha documento una línea celular Vero para obtener un virus para la fabricación 
de vacunas, adaptada al desarrollo en suspensión, en ausencia de materiales de soporte para su adherencia 
(portadores o microportadores), adaptada al desarrollo en un medio de cultivo libre de suero fetal bovino y capaz de 
desarrollarse también en un medio libre de proteínas. Por otra parte, hay referencia a líneas celulares Vero que 50
pueden desarrollarse en suspensiones que forman agregados celulares (“The growth of Vero cells in suspension as 
cell-aggregates in serum-free media”. Cytotechnology. 1992; 10(2):169-74. Litwin J.). Litwin describe un 
procedimiento para cultivar células Vero en suspensión como agregados celulares en medios libres de suero. Sin 
embargo, los agregados celulares son difíciles de infectar con virus y, por lo tanto, no son adecuados para la 
producción de vacunas (como puede leerse en la solicitud de patente US 2005153419-A). No hay informe alguno de 55
células Vero que puedan desarrollarse en suspensión como células individuales sin formar agregados en cultivos de 
alta densidad.
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Para obviar las desventajas de la técnica anterior tal como se expone en lo que antecede, la presente invención ha 
establecido ahora una línea celular Vero novedosa que puede ser cultivada sin FCS, sin proteína y en suspensión 
comprendiendo células aisladas en ausencia de agregados celulares. Esta línea celular puede ser usada en la 
producción a gran escala de vacunas en reactores estándar de fermentación en ausencia de materiales de soporte 
para su adherencia (sin la necesidad de ningún tipo de soporte celular, tal como portadores o microportadores en el 5
medio de cultivo). Para los expertos en la técnica, las suspensiones de células individuales tienen ventajas 
conocidas con respecto a la suspensión de agregados; por ejemplo, mejora de la eficiencia en los sistemas de 
producción de virus que implican biorreactores de alta densidad. La presente invención también establece un
procedimiento para producir una vacuna viral cultivando células Vero en suspensión sin FCS y luego infectando las 
células con el virus que va a usarse en la producción de la vacuna. La vacuna así producida es de bajo costo y tiene10
un perfil de alta seguridad.

Resumen de la invención

La línea celular Vero, tema de la presente invención, útil para la producción de virus para la formulación de vacunas, 
está adaptada al desarrollo en suspensión, en ausencia de materiales de soporte para su adherencia y en un cultivo 
libre de suero fetal bovino. Además, esta línea celular está adaptada para desarrollarse en un cultivo libre de 15
proteínas. Esta línea celular también está adaptada para desarrollarse en una suspensión como células aisladas, en 
ausencia de agregados celulares. Específicamente, esta línea celular está depositada en la Colección Alemana de 
Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ, Braunschweig, Alemania) con el nombre sVero p66 y cuyo número 
asignado por la Autoridad Internacional de Depósito es DSM ACC2791.

En otra realización preferente de esta invención, se da a conocer un procedimiento para obtener un virus para la 20
formulación de vacunas, que es constituyente de otro propósito de esta invención, comprendiendo las etapas 
siguientes:

a. desarrollar una línea celular Vero adaptada para desarrollarse en suspensión, en ausencia de materiales de 
soporte para su adherencia y, preferentemente, en ausencia de proteínas hasta una concentración de 
11×105 a 30×106 células por ml de medio de cultivo;25

b. infectar la línea celular de la etapa “a” con dicho virus con una multiplicidad óptima de infección (M.O.I.) de 
0,001 a 10; y

c. recoger el virus producido durante la infección, preferentemente por centrifugación.

En realizaciones preferentes de esta invención, dicho virus se selecciona del grupo que comprende el virus de la 
inmunodeficiencia humana, como el VIH-1 y el VIH-2; el virus de la poliomielitis; el virus de la hepatitis A, el virus de 30
Coxsackie humano; el rinovirus; el ecovirus; el virus de la encefalitis equina; el virus de la rubéola, los virus del 
dengue, el virus de la encefalitis, el virus de la fiebre amarilla, los coronavirus, el virus de la estomatitis vesicular, el
virus de la rabia, el virus del Ébola, los virus paragripales, el virus de las paperas, el virus del sarampión, el virus 
sincitial respiratorio, el virus de la gripe, el virus Hanta, los bunyavirus, el virus de la fiebre hemorrágica, el reovirus, 
el rotavirus, los parvovirus, el virus del papiloma, el poliomavirus, los adenovirus, los virus del herpes simple (VHS) 1 35
y 2, el virus de la varicela-zóster, el citomegalovirus (CMV), el virus de la viruela, el virus vacuna, los poxvirus, el 
virus de la fiebre porcina africana y el agente no clasificado de la hepatitis delta y los agentes de las hepatitis no A y 
no B. Preferentemente, dicho virus se selecciona del grupo que comprende el virus de la poliomielitis, el virus de la 
rabia, el virus de la fiebre amarilla, el virus de la hepatitis A y el virus de la gripe.

Descripción del dibujo40

La FIG. 1 muestra el desarrollo de células Vero E6 AGS según la presente invención.

Descripción detallada de la invención

La línea celular Vero, tema de la presente invención, útil para la producción de virus para la formulación de vacunas, 
está adaptada al desarrollo en suspensión, en ausencia de materiales de soporte para su adherencia (portadores o 
microportadores) y en un cultivo libre de suero fetal bovino. Además, esta línea celular está adaptada para 45
desarrollarse en un cultivo libre de proteínas. Esta línea celular también está adaptada para desarrollarse en una 
suspensión como células aisladas, en ausencia de agregados celulares. Específicamente, dicha línea celular está 
depositada en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ, Braunschweig, Alemania) con 
el nombre sVero p66 y cuyo número asignado por la Autoridad Internacional de Depósito es DSM ACC2791.

El procedimiento para obtener dicha línea celular Vero adaptada al desarrollo en suspensión, en ausencia de 50
materiales de soporte para su adherencia y en un cultivo libre de suero fetal bovino y libre de proteínas comprende 
las etapas siguientes:

a. adaptar una línea celular Vero dependientes del anclaje, preferentemente la línea celular Vero E6 (paso 26, 
Banco Argentino de Células), a un cultivo con un bajo contenido de suero fetal bovino por medio de un 
ajuste gradual del cultivo desde una concentración elevada de suero fetal bovino del 7 al 15% hasta un 55
cultivo de baja concentración de suero fetal bovino del 0 al 3%, preferentemente al 2%;
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b. aplicar la línea celular Vero obtenida en la etapa previa “a” a un cultivo en suspensión del mismo medio de 
cultivo de suero fetal bovino a baja concentración del 0 al 3%, preferentemente al 2%, durante tiempo 
suficiente, al menos 30 días, para que dicha línea celular se adapte a desarrollarse en suspensión en 
ausencia de materiales de soporte para su adherencia. Eso se logra con un paso abrupto de las células de 
matraces de Thiele a matraces de agitación, sin ningún portador, y sustituyendo gradualmente la 5
complementación del suero restante por medios libres de suero que contienen proteínas y factores de 
crecimiento. Durante la fase inicial de la adaptación del cultivo en suspensión, las células tienden a formar 
agregados de 2-30 células, especialmente a densidades celulares mayores de 1·106 células/ml; y

c. adaptar dicha línea celular obtenida en la etapa “b” para que se desarrolle en un medio libre de suero fetal 
bovino y libre de proteínas. Después de varios pasos y de sustituir el medio de la etapa “b” por medios libre 10
de proteínas, no se observa ninguna acumulación celular y se considera que la línea celular Vero E6 está 
adaptada para el desarrollo en un cultivo en suspensión en medios libres de proteínas y ese clon celular se 
denomina “Vero E6 AGS”.

Se ha demostrado que las células Vero E6 AGS mantienen un tiempo medio de duplicación de 24 horas en un 
cultivo de crecimiento continuo a lo largo de un periodo de al menos un mes y que han conservado la susceptibilidad 15
a ser infectadas por varios virus.

Además, no hubo diferencia alguna en la respuesta celular (medida por la viabilidad y el tiempo de duplicación) al 
desarrollo en medios con baja concentración de proteínas y de factores del crecimiento y en el desarrollo en medios 
libres de proteínas (medios libres de proteínas).

La línea celular Vero E6 AGS ha sido depositada en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares20
(DSMZ, Braunschweig, Alemania) con el nombre sVero p66 y cuyo número, asignado por la Autoridad Internacional 
de Depósito, es DSM ACC2791.

Cultivo e infección en suspensión

Las células se mantienen en suspensión en cultivos de 30 a 1.000 ml matraces de agitación de vidrio de 50 a 1.500 
ml (Techne, Reino Unido) agitados a 50-80 rpm en una incubadora de CO2 al 5% a 33-37°C.25

Durante el mantenimiento celular, los cultivos son mantenidos en fase exponencial diluyendo las células 
aproximadamente cada dos días para mantener densidades celulares entre 1·105 células/ml y 12·105 células/ml. 
Para los experimentos de infección, las células de crecimiento exponencial son centrifugadas y resuspendidas en 
nuevos medios de cultivo con una densidad celular de 1·10

6
células/ml.

La infección se inicia añadiendo virus concentrados a los cultivos con una multiplicidad óptima de infección (M.O.I.)30
de 0,001 a 10. Se transfiere una parte alícuota de 500-1.500 mu.l de suspensión celular en tubos estériles en 
diferentes momentos después de la infección. Las diferentes partes alícuotas son almacenadas a -80°C para análisis 
ulteriores. Se recuperan las partículas virales del total de las muestras congeladas por medio de 3 ciclos de 
congelación-descongelación.

Según la presente invención, las células se desarrollan individualmente en suspensión y son debidamente infectadas 35
por virus diferentes, produciendo una cosecha de partículas antigénicas virales adecuadas para la producción de 
vacunas.

Los virus que pueden producirse mediante la aplicación de la presente invención están seleccionadas del grupo que 
comprende el virus de la inmunodeficiencia humana, como el VIH-1 y el VIH-2; el virus de la poliomielitis; el virus de 
la hepatitis A, el virus de Coxsackie humano; el rinovirus; el ecovirus; el virus de la encefalitis equina; el virus de la 40
rubéola, los virus del dengue, el virus de la encefalitis, el virus de la fiebre amarilla, los coronavirus, el virus de la 
estomatitis vesicular, el virus de la rabia, el virus del Ébola, los virus paragripales, el virus de las paperas, el virus del 
sarampión, el virus sincitial respiratorio, el virus de la gripe, el virus Hanta, los bunyavirus, el virus de la fiebre 
hemorrágica, el reovirus, el rotavirus, los parvovirus, el virus del papiloma, el poliomavirus, los adenovirus, los virus 
del herpes simple (VHS) 1 y 2, el virus de la varicela-zóster, el citomegalovirus (CMV), el virus de la viruela, el virus 45
vacuna, los poxvirus, el virus de la fiebre porcina africana y el agente no clasificado de la hepatitis delta y los 
agentes de las hepatitis no A y no B. Preferentemente, el virus de la poliomielitis, el virus de la rabia, el virus de la 
fiebre amarilla, el virus de la hepatitis A y el virus de la gripe.

Los virus que pueden ser obtenidos según la presente invención son útiles para la formulación de vacunas usando 
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica de formulación de vacunas. Dichos virus o los antígenos 50
virales son concentrados y purificados usando procedimientos conocidos en la técnica, tales como centrifugación y 
cromatografía. Las vacunas que pueden ser obtenidas por medio de la presente invención comprenden dichos virus 
o antígenos virales, al menos un diluyente y, opcionalmente, adyuvantes, excipientes y agentes quimioterapéuticos 
conocidos en la técnica. Si es necesario, dichos virus experimentarán un proceso de atenuación o inactivación.

La presente invención será descrita ahora con más detalle por medio de los siguientes ejemplos de aplicación, que 55
muestran formas preferentes para poner en práctica esta invención. Sin embargo, dichos ejemplos son 
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proporcionados únicamente con fines de ilustración, para entender mejor la presente invención, y no pretenden 
limitar el alcance de la presente invención.

Ejemplo 1

Más específicamente, se preparó la línea celular Vero de la presente invención usando los siguientes 
procedimientos:5

Se usaron células Vero de la línea Vero E6 (paso 26, Banco Argentino de Células) como material de partida. Las 
células fueron cultivadas en un matraz de cultivo monocapa de 25 cm2 que contenía medio MEM (GIBCO BRL, 
EE. UU.) complementado con FCS al 10%. La incubación se llevó a cabo a 37°C en una atmósfera de 5% CO2. 
Después de una expansión suficiente de las células, las células fueron cultivadas en el medio anterior, que contenía 
un medio libre de suero en un 20%, y subcultivadas tras confirmarse que no había ninguna anormalidad en las 10
células. Tras el subcultivo y la expansión suficiente de las células, el medio de cultivo fue sustituido con un medio 
que contenía un medio libre de suero en un 40% y subcultivado tras confirmarse que no había ninguna anormalidad 
en las células. El procedimiento se repitió hasta que el contenido del medio libre de suero era del 80% (2% FCS). En 
este punto, las células fueron tripsinadas e inoculadas (2,5·105 células/ml) en un matraz de agitación (Techne, Reino 
Unido) que contenía el mismo medio. La agitación se realizó a 50 rpm y la incubación se produjo a 37°C en una 15
atmósfera con un 5% de CO2. Las células eran transferidas a un medio nuevo según la evolución del pH del cultivo. 
Después de 90 días del inicio del procedimiento de adaptación, las células fueron sembradas en un medio que 
contenía un volumen de MEM complementado con un 0,2% de FCS y medio volumen de medio libre de suero 
ExCell™ 302 CHO (JRH Biosciences, EE. UU.) complementado con 2 mM de glutamina. El periodo de duplicación 
en este medio fue de aproximadamente 24 horas, con una viabilidad del 98-100%, después de una semana de la 20
transferencia. Las células se agrupaban en conglomerados de menos de diez células cuando la concentración 
celular era superior a 1,5·106 células/ml. En este punto, la mitad del volumen de MEM fue sustituida con el medio 
SMIF-6 (GIBCO BRL, EE. UU.) libre de proteínas. Después de esto, se hizo que disminuyera la proporción del medio
ExCell™ 302 CHO libre de suero y, 120 días después del inicio del procedimiento de adaptación, las células Vero 
(Vero E6) se desarrollaban en suspensión en el medio de SMIF-6 libre de proteínas al 100%. Estas células 25
recibieron el nombre de “Vero E6 AGS”, por tratarse de células Vero E6 adaptadas para desarrollarse en suspensión 
como células aisladas sin agregados celulares sin portadores.

Para su almacenamiento, las células Vero E6 AGS en periodo de desarrollo exponencial fueron centrifugadas a 
1000 rpm y el granulado celular se suspendió en una solución que contenía un 45% del medio acondicionado SMIF-
6, un 45% del medio SMIF-6 nuevo y un 10% de dimetilsulfóxido (DMSO). Esta suspensión celular fue fraccionada 30
en criotubos (tubos criogénicos), cada uno de los cuales contenía 1 ml de la suspensión y fue congelada en etapas 
de: 1 hora a 4°C, 1 hora a -20°C en atmósfera de nitrógeno y, por fin, en nitrógeno líquido a -196°C.

Ejemplo 2

Susceptibilidad de las células Vero E6 AGS a la infección viral

La susceptibilidad de las células Vero E6 AGS a la infección viral fue estudiada usando el virus de la estomatitis 35
vesicular (VEV, cepa Indiana: ATCC VR-1238). La titulación del virus se llevó a cabo usando células Vero E6 (paso
31). Para esto, se sembraron 4·104 células en cada pocillo de una placa de titulación de 96 pocillos (GREINER, 
ALEMANIA). Después de 3 horas de incubación a 37°C en una atmósfera del 5% de CO2, las células fueron 
infectadas con diferentes cantidades de una suspensión viral. Después de 24 horas, se estimó el título viral como la 
máxima disolución viral con capacidad de producir efecto citopático en el 100% de las células.40

Para la producción de virus, se sembraron 3,2·105 células Vero E6 AGS en un matraz de agitación que contenía 
medio SMIF-6 y fueron infectadas con 0,01 unidades citopáticas/ml de suspensión viral. La Tabla 1 muestra que 
después de 48 horas todas las células habían muerto por el virus. El título viral en el sobrenadante fue de 1 unidad 
citopática/ml. Este resultado indica que, como media, las células Vero E6 AGS son capaces de amplificar 100 veces 
el virus sembrado en las condiciones dadas aquí como un ejemplo.45

TABLA 1

Tiempo tras la infección (horas) % de células viables Título viral (unidades citopáticas/ml)
0 97 0,0001
24 37 SD
48 0 0,01

Ejemplo 3

Se estudió la relación entre la densidad celular y la producción viral usando la línea celular Vero E6 AGS y el virus 
VEV. Para esto, se cultivaron células Vero E6 AGS en suspensión hasta una densidad de 0,75·10

6
o 5·10

6

células/ml y fueron infectadas con el virus VEV con una multiplicidad de infección (M.O.I.) de 0,1.50
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Medio de cultivo: SMIF 6
Aditivos: FCS 2%
Condiciones de cultivo: 37°C, 5% CO2

Rotación del agitador centrífugo: 50 rpm
Densidad celular al comienzo del cultivo: aproximadamente 1·105 células/ml5
Virus: VEV
MOI: 0,1

Se tomaron muestras 20 horas después de la infección y se midió la titulación viral según un procedimiento de 
recuento de placa.

La disolución de muestra que produce efecto citopático en el 50% de los cultivos inoculados contiene 1 dosis10
infectiva de cultivos tisulares al 50% (DICT50). La determinación de este valor fue según el procedimiento de Reed-
Muench (Reed y Muench, 1938).

La Tabla 2 muestra que los títulos virales se elevaron de una forma aproximadamente proporcional a la densidad 
celular.

TABLA 215

Densidad celular Título viral Título viral/densidad celular
(células/ml) (DICT50/ml) (DICT50/célula)
0,75·106 4,64·108 618
2,44·106 3,16·109 1295

Ejemplo 4

Se usó Vero E6 AGS para propagar el herpes simple (VHS):

Las condiciones de cultivo fueron las siguientes:

Densidad celular en el momento de la infección: 2,0·105

MOI: 0,00220
Escala de cultivo: matraz de agitación de 100 ml
Medio de cultivo: SMIF 6 y SMIF 6 / FCS 2%
Rotación del agitador centrífugo: 50 rpm
Condiciones de cultivo: 37°C, 5% CO2

Duración del cultivo: 2 días25

La Tabla 3 muestra que se produjo el virus VHS, un virus de ADN, usando Vero E6 AGS en suspensión en ausencia 
de microportadores y en un medio de cultivo libre de proteínas. Se observó una suspensión de células individuales 
aisladas sin agregados celulares. También se observa que la titulación viral es ligeramente superior en el 
experimento realizado en ausencia de FCS.

TABLA 330

Medio de cultivo Título del VHS (DICT50/ml)
SMIF 6 5,88·10

8

SMIF 6 + FCS (2%) 4,64·108

Ejemplo 5

Se usó Vero E6 AGS para propagar el virus de la poliomielitis (VOP tipo I, cepa Sabin). Las condiciones de cultivo 
fueron las siguientes:

Densidad celular en el momento de la infección: 3,0·10
5

MOI: 135
Escala de cultivo: matraz de agitación de 100 ml
Medio de cultivo: SMIF 6 y SMIF 6 / FCS 2%
Rotación del agitador centrífugo: 50 rpm
Condiciones de cultivo: 34°C, 5% CO2

Duración del cultivo: 1 día40

TABLA 4

Medio de cultivo Título del VOP (DICT50/ml)
SMIF 6 2,5·108

SMIF 6 + FCS (2%) 1,8·108
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REIVINDICACIONES

1. Una línea celular VERO adaptada para desarrollarse en suspensión, en ausencia de materiales de soporte, 
para su adherencia y en un medio de cultivo libre de suero fetal bovino, siendo dicha línea la línea depositada 
en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ, Braunschweig, Alemania) con el 
nombre sVero p66 y cuyo número asignado por la Autoridad Internacional de Depósito es DSM ACC2791.5

2. La línea celular de la reivindicación 1, estando adaptada la línea celular para desarrollarse en un medio de 
cultivo libre de proteínas.

3. La línea celular de la reivindicación 1 en la que dicha suspensión comprende células aisladas en ausencia de 
agregados celulares.

4. La línea celular de la reivindicación 1, siendo dicha línea útil para la producción de virus para la formulación de 10
vacunas.

5. Un procedimiento para producir virus para formular vacunas, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

a. desarrollar la línea celular VERO adaptada para desarrollarse en suspensión de la reivindicación 1 hasta 
una concentración celular de 1×105 a 30×106 células por ml de medio de cultivo;

b. infectar la línea celular de la etapa “a” con dicho virus con una multiplicidad óptima de infección de 0,001 a 15
10; y

c. recoger la producción de virus producida durante la infección.

6. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicha línea celular VERO adaptada para desarrollarse en 
suspensión de la reivindicación 1 está adaptada para desarrollarse en un medio de cultivo libre de suero fetal 
bovino y libre de proteínas.20

7. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicho virus está seleccionado del grupo que comprende el virus 
de la inmunodeficiencia humana, como el VIH-1 y el VIH-2; el virus de la poliomielitis; el virus de la hepatitis A,
el virus de Coxsackie humano; el rinovirus; el ecovirus; el virus de la encefalitis equina; el virus de la rubéola, los 
virus del dengue, el virus de la encefalitis, el virus de la fiebre amarilla, los coronavirus, el virus de la estomatitis 
vesicular, el virus de la rabia, el virus del Ébola, los virus paragripales, el virus de las paperas, el virus del 25
sarampión, el virus sincitial respiratorio, el virus de la gripe, el virus Hanta, los bunyavirus, el virus de la fiebre 
hemorrágica, el reovirus, el rotavirus, los parvovirus, el virus del papiloma, el poliomavirus, los adenovirus, los
virus del herpes simple (VHS) 1 y 2, el virus de la varicela-zóster, el citomegalovirus (CMV), el virus de la 
viruela, el virus vacuna, los poxvirus, el virus de la fiebre porcina africana y el agente no clasificado de la 
hepatitis delta y los agentes de las hepatitis no A y no B.30

8. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicho virus es el virus de la poliomielitis.

9. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicho virus es el virus de la rabia.

10. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicho virus es el virus de la hepatitis A.

11. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicho virus es el virus de la fiebre amarilla.

12. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicho virus es el virus de la gripe.35

13. El procedimiento de la reivindicación 5 en el que dicha etapa “c” comprende una centrifugación.
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