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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccién de vacunas viricas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a procedimientos para la produccion de vacunas viricas.

Descripcion de la técnica relacionada

Una vacuna es una composicion inmundgena de una sustancia antigénica, por ejemplo, un patégeno (no infeccioso)
tal como un virus, su cubierta, particulas o sus antigenos proteicos. La administracion o la vacunacién dan como
resultado la inmunizacién de un sujeto, por ejemplo, un mamifero tal como un ser humano, o un ave. La vacunacion
podria producir una reaccion especifica a la vacuna y alguna inflamacion leve, pero generalmente esto es mucho
menos perjudicial que una infeccidon por un virus completamente viable para cuya prevencion esta disefiada la
vacuna. El sistema inmunitario de los sujetos se adaptara por si mismo para reconocer especificamente los
antigenos de la vacuna e inactivara rapidamente el patégeno tras una exposicion subsiguiente del sujeto al
patégeno. Por lo tanto, a través de la vacunacion se consigue un aumento en la resistencia frente al patégeno.

Con fines vacunales, convencionalmente se cultiva un virus en un cultivo celular adecuado o generalmente un
sustrato celular. En el caso de la gripe se usan normalmente huevos de pollo embrionados. La cosecha de virus
infecciosos se recoge y se purifica para eliminar los constituyentes celulares no viricos no deseados. En particular,
en el caso de vacunas derivadas de sustratos de pollo, son posibles reacciones alérgicas a las proteinas del
pollo/huevo en ciertos individuos susceptibles.

Una etapa fundamental en la produccién de vacunas viricas es la inactivacion del virus infeccioso. La formalina (una
disolucion acuosa de formaldehido) es el agente de inactivacion usado con mas frecuencia en la elaboracion de
vacunas. Habitualmente se usa en forma de una disolucién acuosa saturada con una concentracion de
aproximadamente el 37 % de formaldehido. El formaldehido inactiva un virus mediante la reticulacion irreversible con
los grupos de amina primaria de las proteinas superficiales con otros atomos de nitrégeno proximos de la proteina o
del ADN a través de un enlace -CH;-. En particular, estas reticulaciones podrian dar lugar a enlaces con sustancias
no viricas, y por lo tanto es necesario realizar alguna purificacion previa sobre el virus infeccioso vivo, dado que la
inactivacion previa a la purificacion daria lugar a una gran cantidad de puentes quimicos irreversibles entre las
proteinas viricas y las impurezas, que son perjudiciales para la eficacia de las operaciones de purificacion y la
calidad del producto. Por esta razon, los virus infecciosos vivos son en primer lugar purificados al menos
parcialmente en la técnica anterior, por ejemplo, mediante ultracentrifugacion zonal, y después inactivados
(documento US6.048.537). La etapa de inactivacion con formalina ha sido validada con procedimientos analiticos
establecidos.

Como complemento al tratamiento con formalina, se ha considerado la inactivaciéon mediante UV para su integracion
en el proceso de elaboracion. El uso de una inactivaciéon mediante irradiaciéon ultravioleta en vacunas para seres
humanos ha sido mostrado previamente para virus sin cubierta y con cubierta (documento US2006/0270017). Dado
que el genoma virico es mas susceptible a los dafios por UV que los antigenos de la superficie del virus, se ha
demostrado que la inactivacion mediante UV tiene pocos efectos negativos sobre las caracteristicas bioquimicas o la
inmunogenicidad del producto. Los objetivos para la inactivacion mediante UV son principalmente los acidos
nucleicos, al contrario que las proteinas, a las que se dirige la formalina.

Mediante la combinacion de la inactivacion con formalina y UV, los cientificos intentaron superar las limitaciones de
la inactivacion por UV o la inactivacion por formalina por separado, respectivamente, para inactivar familias de virus
particularmente resistentes.

Alternativamente, muchos fabricantes usan etapas del proceso basadas en detergentes tanto para inactivar el virus
vivo como para modificar el virus. Estos procesos basados en detergentes desorganizan la cubierta lipidica del virus
de la gripe para producir un antigeno de vacuna fraccionado (parcialmente desorganizado) o en subunidad
(completamente desorganizado). El tratamiento con detergente a menudo reduce la reactividad del antigeno del
virus, y por lo tanto reduce los efectos secundarios no deseados durante la vacunacién. El virus tratado con
detergente puede ser inactivado adicionalmente mediante, por ejemplo, un tratamiento con formalina. Algunos
ejemplos de estos procedimientos pueden encontrarse en el documento US6.048.573, en el documento
US4.522.809, y en el documento WO02/09702. Un inconveniente de esta metodologia es que el virus experimenta
varias etapas de purificacion previas a la etapa de desorganizacion, y por lo tanto el virus infeccioso vivo es
manipulado por el personal de fabricacién en varias etapas. Esto supone una preocupacion especial cuando se esta
produciendo una vacuna contra formas especialmente virulentas de la gripe, tales como las cepas H5N1.

El documento W0O200035481 desvela la preparacion de una vacuna fraccionada contra la gripe a través del
crecimiento en, y la recoleccion a partir de, embriones de pollo, seguido de la inactivacion, la concentracion y
después el fraccionamiento quimico con un tensioactivo no iénico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2459 166 T3

A partir del documento Vaccine, vol. 25, 2007, 6028 - 6036, se conoce el uso de lineas celulares cultivadas para el
crecimiento de virus.

Resumen de la invencién

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un procedimiento para producir vacunas viricas con un nimero
reducido de etapas que requieran la manipulacion del material infeccioso, produciendo antigenos viricos con una
reactividad disminuida.

Por lo tanto la presente invencidén proporciona un procedimiento para la elaboracién de una preparaciéon que
comprende antigenos viricos que comprende las etapas a) hasta e) de la reivindicacion 1, dando como resultado
una preparacion que comprende antigenos viricos.

En un segundo aspecto se proporciona un procedimiento para la elaboracion de una preparacion que comprende
antigenos viricos, que comprende las etapas a) hasta d) de la reivindicacion 10, dando como resultado una
preparacion que comprende antigenos viricos.

El procedimiento inventivo proporciona preparaciones de vacuna preparadas a partir de los antigenos viricos
producidos segun los procedimientos de la invencion.

En un aspecto de referencia, la presente memoria descriptiva proporciona el procedimiento de aumentar la
resistencia a una infeccion virica en un sujeto que comprende la elaboracion de una preparacion que comprende
antigenos viricos, y la administracion de dicha preparacion a un sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1a muestra un diagrama de flujo del procedimiento inventivo, desde la recoleccion del virus tras la
propagacion hasta la cosecha inactivada.

La Fig. 1b muestra una continuacién del diagrama de flujo del procedimiento inventivo, desde la cosecha inactivada
hasta la preparacion monovalente a granel.

Descripcion detallada de la invencion

Se proporciona un procedimiento para la elaboracion de una preparacion que comprende antigenos viricos que
comprende las etapas a) hasta e) de la reivindicacion 1, que da como resultado una preparacién que comprende
antigenos viricos. Lo fundamental de este procedimiento es que es posible reducir el nimero de etapas realizadas
con un virus activo, y por lo tanto el virus es inactivado después de la recoleccion de la cosecha primaria previa al
tratamiento con detergente y/o las etapas de purificacion opcionales.

El "antigeno virico" de acuerdo con la presente invencion es un virus con cubierta o una porcion del virus que pueda
inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto frente a dicho antigeno. No se requiere un éxito absoluto en el sentido
de una inmunizacion completa del sujeto, pero éste debe entenderse en el sentido de aumentar la defensa
inmunitaria o la respuesta inmunitaria frente a dicho virus que reduzca la probabilidad de desarrollar una enfermedad
asociada con dicho virus tras una exposicion posterior. Dicho antigeno virico puede ser, por ejemplo, un virus
completo inactivado, una fraccion virica, un virus modificado, proteinas viricas, en particular proteinas de superficie,
como hemaglutinina o neuraminidasa. En lo que respecta a la invencion, ésta se refiere a virus fraccionados. Una
"vacuna" es una preparacion de dicho antigeno virico en una forma para su administracion, tal como para su
administracion mediante inyeccion, nasal o transdérmica. La "purificacion" de acuerdo con la presente invencion se
refiere a las etapas de eliminacion de constituyentes no viricos del fluido recogido. El fluido recogido obtenible tras la
etapa de recoleccion es preferiblemente un sobrenadante clarificado, en el que las impurezas sdlidas o grandes, por
ejemplo, células intactas remanentes o desechos celulares de células infectadas que se rompen durante la
propagacion del virus, son eliminados mediante precipitacion, por ejemplo, mediante centrifugacion. Por lo tanto
"recoleccion” se refiere a cualquier etapa que produzca virus infecciosos completos en un fluido, en particular en un
fluido claro. Aparte de eliminar los desechos celulares, la etapa de recoleccién también puede incluir etapas para
eliminar otros constituyentes soélidos del medio o el sustrato de crecimiento celular, por ejemplo, cualquier tipo de
sustrato en el que se cultivan las células. El virus completo propagado es liberado en dicho sobrenadante del cultivo
celular, a partir del cual se recoge. Por lo tanto, en una forma de realizacién en particular de la invencion, la etapa de
recoger el virus propagado comprende la separacion del virus de las células y/o los desechos celulares de dichas
células tras la infeccion. Esta separacion puede facilitarse, por ejemplo, mediante una centrifugacién a baja
velocidad de aproximadamente 2.000 g a 3.000 g, hasta 5.000 g, 10.000 g, 15.000 g o 20.000 g, que separa las
particulas visibles del fluido. Alternativamente, la separacién puede realizarse mediante filtracién. En las formas de
realizacion particularmente preferidas, dicho fluido esta sustancialmente exento de alantoina, colageno y/o albumina,
tal como ovoalbumina, por ejemplo, mediante la eleccidon de las células usadas para la propagacion del virus, por
ejemplo, cultivos celulares de mamifero, de ave o de insecto, en lugar de huevos embrionados. En formas de
realizacion en particular de la invencion, se usan células de rifion de mono verde africano (VERO) para la
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propagacion virica.

Después de la etapa de recoleccion, el virus es inactivado mediante cualquier medio conocido para la inactivacion
de virus, por ejemplo, segun se desvela en el numero de publicacion de EE.UU. 2006/0270017. En particular, la
inactivacion puede realizarse mediante un tratamiento con formaldehido y/o una irradiacion con UV, solos o en
combinacién. Segun se usa en esta solicitud, una "inactivacion completa" o "completamente inactivado”, cuando se
refieren a una preparacion virica, significan que la preparacion virica no contiene unidades formadoras de placa (ufp)
segun se determina mediante el cultivo de la preparacion virica en fibroblastos embrionarios de pollo (CEF) o en
células VERO.

Uno de los efectos beneficiosos de los procedimientos inventivos es la reduccion de las etapas que se realizan sobre
medios viricos infecciosos para lo que se requieren unas precauciones de seguridad especificas. En el estado de la
técnica se consideraba que era necesario realizar una etapa de purificacion sobre la cosecha primaria para eliminar
o reducir sustancialmente proteinas o acidos nucleicos no viricos que podrian reticularse con el virus durante el
tratamiento con formalina. Este prejuicio fue superado con la presente invencion, que demostraba que es posible o
incluso ventajoso inactivar el virus directamente después de la recoleccion, antes de su purificacion. Para evitar
dicha reaccion adversa durante la inactivacion, el fluido que contiene el virus, o sus constituyentes no viricos, no es
(son) adicionalmente concentrado(s) durante o después de la etapa de recoleccion. La concentracion de proteinas
y/o de ADN no viricos del sobrenadante natural procedente del cultivo celular se mantiene antes de la etapa de
inactivacion. En formas de realizacién en particular, la concentracién de proteina completa o de proteina no virica
esta en el intervalo de ug/ml, tal como por debajo de 950 pg/ml, 900 pg/ml, 850 ug/ml, 800 pg/ml, 700 ug/ml, 650
pg/ml, 600 pg/ml, 550 pg/ml, 500 pg/ml, 450 pg/ml, 400 ug/ml, 350 ug/ml, 300 pg/ml, 250 ug/ml, 200 pg/mil, 150
pg/ml, 100 pg/ml, 80 ug/ml, 60 pg/ml, 40 ug/ml, 30 pg/ml, 20 ug/ml, 10 pg/ml, 8 pg/ml, 6 pg/ml, 4 ug/ml, 3 pg/mi, 2
ng/ml o por debajo de 1 ug/ml, en el fluido durante la inactivacion o después de la recoleccion del virus.

Para la inactivacion puede seleccionarse cualquier cantidad de dosis de formaldehido o de irradiacion UV que sea
eficaz para inactivar el virus, solos 0 en combinacion. En una forma de realizacién preferida de la presente solicitud,
la reduccién en el titulo del virus debida a la inactivacién del virus en la muestra es de al menos aproximadamente 1
X 105, en una forma de realizacion mas preferida, de al menos aproximadamente 1 x 10" en una forma de realizacion
mas preferida, de al menos aproximadamente 1 x 1010, y en la forma de realizacion mas preferida, de al menos
aproximadamente 1 x 10™.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencién, la muestra se trata con una concentracién eficaz de
formalina durante entre aproximadamente 12 y aproximadamente 96 horas. En formas de realizacién mas preferidas,
la muestra se trata con una concentracion eficaz de formalina durante entre aproximadamente 24 y
aproximadamente 48 horas, y mas preferiblemente durante aproximadamente 24 y aproximadamente 30 horas. En
una forma de realizacién especialmente preferida de la presente invencién, la muestra se trata con una
concentracion eficaz de formalina durante entre aproximadamente 24 y aproximadamente 24,5 horas. Los expertos
en la técnica de vacunas reconoceran que la concentracion de formalina de los tiempos de tratamiento deberan ser
optimizados para la cepa de virus en particular tratada, con objeto de efectuar una inactivaciéon completa, tanto sola
0 junto con luz UV. En una forma de realizacién adicional, la etapa de tratar la muestra con una concentracion eficaz
de formalina se realiza a aproximadamente 10 hasta aproximadamente 40 °C. En una forma de realizacion
especialmente preferida de la presente solicitud, la etapa de tratar la muestra con una concentracion eficaz de
formalina se realiza a aproximadamente 32 °C.

Una forma de realizacion preferida de la presente invencion incluye el tratamiento de la muestra con una
concentracion eficaz de formalina, en la que la concentracion eficaz de formalina varia preferiblemente de desde
aproximadamente el 0,01 % hasta aproximadamente el 1 % (p/p), preferiblemente desde aproximadamente el 0,01
% hasta aproximadamente el 0,1 % mas preferiblemente entre aproximadamente el 0,025 % y aproximadamente el
0,1 % que se corresponde con aproximadamente 92 mg/l y aproximadamente 368 mg/l de formalina,
respectivamente, cuando se usa una disolucion de formalina al 37 % para ajustar la concentracion eficaz.

En la presente solicitud, el término "luz UV" significa radiacion ultravioleta con una longitud de onda de 100 a 400
nm. La luz UV puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en UV C (de 100 a 280 nm), UV B (de 280 a 320
nm) y UV A (de 320 a 400 nm). Pueden usarse agentes fotosensibilizantes, tales como los que se intercalan en el
ADN y son activados por la luz UV, por ejemplo, psoralenos, para mejorar el efecto de inactivacion de la radiacion
UV. En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, la luz UV es UV C con una longitud de onda de
desde aproximadamente 100 hasta aproximadamente 280 nm. En una forma de realizacién mas preferida de la
presente invencion, la luz UV tiene una longitud de onda de desde aproximadamente 240 hasta aproximadamente
290 nm. En una forma de realizacion especialmente preferida de la presente invenciéon, aproximadamente el 85 % o
mas de la luz UV tiene una longitud de onda de aproximadamente 254 nm.

La emision de luz UV puede ser una forma continua de emision de luz UV, por ejemplo, una tecnologia de lampara
de mercurio, o luz UV pulsada, por ejemplo, una tecnologia de laser monocromatico. La intensidad de UV deseada
puede ser generada mediante la combinacion de dos o mas lamparas. El asunto en cuestion de la invencion engloba
el uso de cualquier dosis eficaz de luz UV, es decir, cualquier dosis de luz UV que inactive de forma segura un virus
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dado, preferiblemente cuando se combina con un tratamiento con formalina. Los expertos en la técnica de vacunas
reconoceran que la longitud de onda de la luz UV y la exposicion pueden requerir ser optimizadas para la cepa de
virus en particular tratada con objeto de efectuar una inactivacion completa, tanto sola como junto con un tratamiento
con formalina. La dosis eficaz puede depender de diversos factores que son generalmente conocidos en la técnica,
por ejemplo, los parametros fisicos de las camaras de inactivacion por UV tales como el tamafio y el diametro de la
lampara y la camara, la distancia entre el medio que contiene el virus y la fuente de luz UV, la absorcién de luz y las
propiedades de reflexion del material de la camara. Por la misma razon, la longitud de onda y la intensidad de la luz
UV C, asi como el tiempo de contacto del virus expuesto a la luz UV también son criticos para la dosis eficaz.
Adicionalmente, la dosis eficaz también se vera afectada por el propio virus, por el medio que contiene el virus y por
sus propiedades de absorcion de luz. Preferiblemente, la dosis eficaz es suficiente para inactivar al menos el 99,99
% del virus contenido en la muestra, mas preferiblemente para inactivar el virus hasta un nivel en el que no se
detecte virus activo en un cultivo de ensayo de células de mamifero o de ave, o esté completamente inactivado. En
una forma de realizacién preferida mediante el uso de UV C, se expone una muestra que contiene el virus a una
dosis eficaz que varia desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 200 mJ/cm?. En una forma de realizacion
preferida, la dosis eficaz esta en el intervalo de desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente 100 md/cm?, y
en otras formas de realizacion preferidas, la dosis eficaz esta en el intervalo de desde aproximadamente 40 hasta
aproximadamente 90 mJ/cm?. En una forma de realizacion preferida, la dosis eficaz reduce el titulo inicial de virus en
1 x 10°. En la inactivacion de vacunas a granel, la dosis eficaz deberia ser suficiente para eliminar cualquier virus
vivo residual que pueda estar presente tras la etapa de inactivacion quimica (formalina). Como se ilustra en los
ejemplos, esto puede determinarse mediante ensayos de infeccion en cultivos celulares de mamifero, tales como el
cultivo de células Vero descrito en el Ejemplo 1.3.

Después de la inactivacion, los antigenos viricos son purificados. La purificacion se realiza preferiblemente mediante
ultracentrifugacion a, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 100.000 g, como al menos 50.000 g, 60.000
g, 70.000 g, 80.000 g 0 90.000 g, o de hasta 200.000 g, 180.000 g, 160.000 g, 140.000, g 120.000 g 0 110.000 g. La
ultracentrifugacion es un método conocido habitualmente en la técnica y se usa en la elaboracion rutinaria de
vacunas viricas segun se describe, por ejemplo, en el documento US6.048.537. Preferiblemente, la
ultracentrifugacion se realiza en un gradiente de densidad de sacarosa que se establece por si mismo durante la
centrifugacion. En formas de realizacion particulares preferidas, el gradiente de sacarosa se forma mediante el uso
de una disolucién de aproximadamente el 42 % al 55 % (p/p %) de sacarosa (o cualquier otro carbohidrato o aztcar
adecuado conocido en la técnica). Para la ultracentrifugacion puede usarse una centrifuga de flujo continuo. Los
parametros para el fraccionamiento tras la ultracentrifugacién dependen de las caracteristicas de las cepas de virus
usadas. Los parametros para la recoleccion de las fracciones del pico agrupadas son evaluados y determinados
individualmente para cada cepa de virus, y estan en el intervalo de aproximadamente el 46 - 50 % al 34 - 38 % de
sacarosa. Preferiblemente, el material no virico (por ejemplo, en esta etapa, el virus inactivado completo) se elimina
mediante una separacion por densidad. Los fragmentos de membranas celulares, incluyendo liposomas y proteinas,
tienen cada uno una densidad especifica caracteristica. Los virus con una composicién caracteristica de proteinas,
acidos nucleicos, y en el caso de virus con cubierta, también de la membrana, pueden ser purificados segun su
densidad especifica a partir de material no virico. En particular, los antigenos viricos completos pueden ser
purificados a partir de porciones incompletas de virus, o viceversa.

Esta etapa de purificacién de virus inactivados comprende al menos la eliminacién parcial del material soluble no
virico procedente del virus. En particular, el material soluble no virico comprende las proteinas celulares los acidos
nucleicos celulares procedentes de la célula del medio o del cultivo celular original. EI material no virico, incluyendo
porciones incompletas de virus, se reduce preferiblemente en una cantidad de al menos el 20 %, preferiblemente de
al menos el 25 %, el 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el
85 % o de al menos el 90 % durante la purificacion.

En formas de realizacién en particular, el fluido recogido se trata con una nucleasa para degradar los acidos
nucleicos de las células hospedadoras. Dicha nucleasa puede ser, por ejemplo, benzonasa.

Las células usadas para el cultivo celular y la propagacion virica son células primarias o cualquier linea celular
cultivada adecuada para la produccioén del virus. Algunos ejemplos de células que pueden usarse incluyen células de
mamifero (por ejemplo, células CHO, BHK, VERO, HELA o perC6), células de ave (por ejemplo, fibroblastos de
embrién de pollo o lineas celulares continuas de un ave) y células de insecto (por ejemplo, células Sf9.). En formas
de realizacién preferidas en particular, las células estan en forma de un cultivo celular. El procedimiento inventivo
permite una purificacion eficaz, incluyendo el fraccionamiento del material, a pesar de las potenciales propiedades
de reticulacién de los reactivos de inactivaciéon. Al contrario que un virus crecido en un huevo, el virus derivado de un
cultivo celular tiene una mayor pureza inicial y esta exento de albumina y de colageno, lo que representa una
importante ventaja para la purificacion de la cosecha tratada con formalina. La innovadora formulacion del producto
resultante esta exenta de floculacion sin necesidad de estabilizantes tales como tocoferol o laureth-9.

En la presente invencion, el virus que se va a inactivar se elige de entre virus de ADN o de ARN virus con cubierta,
con genomas monocatenarios o bicatenarios (ADN), sentido o antisentido, continuo o segmentado. En formas de
realizacion preferidas de la invencion, los virus son virus con cubierta, incluyendo flavivirus, togavirus, retrovirus,
coronavirus, filovirus, rabdovirus, bunyavirus, ortomixovirus, paramixovirus, arenavirus, hepadnavirus, herpesvirus y
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poxvirus. En otras formas de realizacion preferidas, los virus son flavirus, coronavirus, ortomixovirus o togavirus. Son
particularmente preferidos los virus con cubierta tales como de la gripe, incluyendo las cepas de la gripe A, B o C,
del Nilo occidental y el virus de Ross River (RRV.) En otras formas de realizacién preferidas de la invencion, el virus
se elige de entre el grupo de virus de ARN con cubierta, incluyendo flavivirus, togavirus, retrovirus, coronavirus,
filovirus, rabdovirus, bunyavirus, ortomixovirus, paramixovirus y arenavirus. En una forma de realizacion
particularmente preferida, el virus se elige de entre los ortomixovirus, por ejemplo, una cepa del virus de la gripe: las
cepas de los virus de la gripe pueden tener combinaciones variables de proteinas superficiales de hemaglutinina y
neuraminidasa. En otro ejemplo particularmente preferido, el virus se elige de entre los togavirus, por ejemplo, un
alfavirus tal como el RRV. Otro grupo preferido de virus para su uso como la disolucion virica a granel son los
coronavirus, incluyendo el virus asociado con el sindrome respiratorio agudo grave (SARS). Otro grupo de virus
preferidos son los flavivirus, incluyendo de la encefalitis japonesa, de la encefalitis por garrapatas (TBE), virus de la
fiebre de Dengue, virus de la fiebre amarilla, virus del Nilo occidental y virus de la fiebre hemorragica. Otro grupo
preferido de virus son los poxvirus, incluyendo los ortopoxvirus (tales como el virus de vaccinia o de vaccinia
modificado de Ankara) y los avipoxvirus.

En formas de realizacion adicionales, el virus purificado es adicionalmente procesado. Después de la purificacion,
las etapas adicionales pueden comprender la dilucion del virus purificado, en particular tras una ultracentrifugacion
en sacarosa con objeto de diluir la viscosa fraccion agrupada del pico, que se espera que contenga
aproximadamente un 40 % de sacarosa. El virus purificado puede ser homogeneizado, tratado adicionalmente con
nucleasa, presurizado y/o ultra/diafiltrado.

En la invencion, el virus es modificado mediante un tratamiento con detergente para producir un virus de vacuna
fraccionado. La modificacion de la cubierta lipidica del virus se realiza mediante la solubilizacién con un detergente
tal como Triton X100 a una concentracion adecuada para desestabilizar o desintegrar el virus, en particular la
membrana lipidica de la cubierta virica. El tratamiento con detergente elimina al menos en parte la membrana de
dicho virus. Preferiblemente, la concentracion de detergente se elimina, por ejemplo, mediante diafiltracion o
procesos cromatograficos, los detergentes para su uso en la etapa de tratamiento con detergente incluyen
detergentes idnicos (catidnicos, anionicos, bipolares) o detergentes no idnicos. Algunos detergentes adecuados
incluyen el grupo de detergentes de Tween (por ejemplo, Tween 80) y el grupo de detergentes de Triton (por
ejemplo, Triton 100.)

Opcionalmente, la preparacion de antigenos viricos es adicionalmente estabilizada mediante un tratamiento
adicional con formaldehido o la adicién de un estabilizante, tal como mediante el uso de detergentes segun se
desvela en el documento WO02/097072 A2. Dichos detergentes son, por ejemplo, detergentes adecuados para
estabilizar la proteina HA, tales como Tween 80, Triton X100, desoxicolato, laureth-9 y tocoferol. Se cree que las
proteinas superficiales se mantienen solubilizadas mediante complejos de micelas de los constituyentes de la
membrana y los detergentes.

En formas de realizacién preferidas en particular, el virus es adicionalmente procesado hasta un virus fraccionado
que comprende una cualquiera de las siguientes etapas de dilucién, homogeneizacion, tratamiento con nucleasa,
filtracion a presién, ultra/diafiltracion, solubilizacion, diafiltracién, estabilizacion mediante tratamiento con
formaldehido, dilucién, ultra/diafiltracion, adicion de estabilizante (detergente), una segunda homogenizacion vy
filtracion estéril.

El virus puede ser adicionalmente procesado hasta una vacuna en subunidad que comprende el aislamiento de
subunidades viricas individuales o de proteinas viricas, en particular proteinas de superficie como hemaglutinina o
neuraminidasa. El aislamiento puede realizarse, por ejemplo, mediante purificacion por afinidad y/o procedimientos
cromatograficos tales como cromatografia de intercambio iénico.

Sorprendentemente, el procedimiento de la presente invencion es adecuado para la produccion a escala industrial
de vacunas fraccionadas de antigenos de virus con cubierta. Por lo tanto, preferiblemente, la inactivacion o cualquier
otra etapa, tal como la inoculacion, la propagacion, la recoleccion la purificacion, se realiza sobre unas cantidades o
unos rendimientos de almenos 0,51, 11,21, 31,41,5161,71,81,91,101,121,141,161,181,201,251,301, 351, 40
1,601,801, 1001, 1201, 1401, 1601, 180 I, 200 | de un fluido que comprende un virus o un antigeno virico.

En un aspecto adicional, la presente invencion también proporciona un procedimiento para la elaboracién de una
preparacion que comprende antigenos viricos que comprende las etapas a) hasta d) de la reivindicacion 10, dando
como resultado una preparacion que comprende antigenos viricos. Por supuesto, también es posible usar fluidos
que contengan virus infecciosos per se, que pueden proceder de cualquier sobrenadante celular como se ha descrito
anteriormente, para su inactivacion, tratamiento con detergente y purificacion. Preferiblemente, dicho fluido que
comprende virus infecciosos se obtiene a partir de un cultivo celular.

En aspectos de la desvelacion, los antigenos viricos, en particular los antigenos viricos fraccionados, son
estabilizados mediante la adicién de una cantidad eficaz de Tween 80, en particular se prefiere a una concentracion
de aproximadamente el 0,125 %, por ejemplo por encima del 0,01 %, del 0,05 % o del 0,4 %, y por debajo del 0,6 %,
del 0,5 %, del 0,4 %, del 0,3 % o del 0,2 %. Por lo tanto, la presente memoria descriptiva también proporciona en un
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aspecto adicional el procedimiento de estabilizar antigenos viricos mediante la adicién de Tween 80. Se averigud
que un detergente Tween 80 es menos potente para solubilizar membranas viricas que el Triton X100, pero es
bastante mas biocompatible y puede estar presente en una preparacion de vacuna. La cantidad eficaz para
estabilizar antigenos viricos es preferiblemente inferior a la cantidad para solubilizar membranas viricas en el
procedimiento de solubilizacién de virus fraccionados mediante el uso de elevadas concentraciones de Triton X100
de, por ejemplo, el 0,5 %. Los antigenos viricos pueden estar exentos de estabilizantes. En formas de realizaciéon en
particular se proporciona una producciéon de una vacuna fraccionada mediante un proceso en el que la cosecha del
virus es completamente inactivada antes de su proceso de fraccionamiento y purificacion. Sorprendentemente, el
proceso de inactivacion mediante un tratamiento con formalina y un tratamiento con UV no interfiere con los
subsiguientes procesos de tratamiento y purificacion con detergente.

En aspectos adicionales de la desvelacion se proporciona una composicion de vacuna o farmacéutica que
comprende uno o mas antigenos viricos. Dicha composicién farmacéutica puede comprender adicionalmente un
portador y/o un coadyuvante farmacéutico. Dichos portadores farmacéuticos son, por ejemplo, sales estabilizantes,
emulsionantes, solubilizantes u osmorreguladoras, agentes suspensores, agentes espesantes, componentes redox
que mantienen un potencial redox fisiologico. Algunos coadyuvantes preferidos incluyen sales de aluminio
microemulsiones, particulas lipidicas y/u oligonucleétidos, usados para aumentar la respuesta inmunitaria. Un
aspecto adicional de la presente memoria descriptiva es una composicion o una preparacion farmacéutica como
vacuna que comprende un antigeno. Una vacuna puede usarse, por ejemplo, para una inyeccion como un medio
profilactico frente a una enfermedad asociada a un virus. En aspectos preferidos en particular, la composicion o la
vacuna comprende mas de un antigeno, por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en particular, de diferentes cepas, subtipos o
tipos de virus tales como de la gripe A y de la gripe B, en particular seleccionados de entre uno o mas de los
subtipos humanos H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7, H1IN2, HON2, H7N2, H7N3, H10N7, de los subtipos de la gripe
porcina H1N1, H1N2, H3N1 y H3N2, de los subtipos de la gripe canina o equina H7N7, H3N8 o de los subtipos de la
gripe aviar H5N1, H7N2, H1N7, H7N3, H13N6, H5N9, H11N6, H3N8, HON2, H5N2, H4N8, H10N7, H2N2, H8N4,
H14N5, HBN5, H12N5.

Algunos coadyuvantes adecuados pueden seleccionarse de entre geles minerales, hidroxido de aluminio, sustancias
tensioactivas, lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones o emulsiones oleosas tales como de agua en aceite o de
aceite en agua, o una combinacion de los mismos. Por supuesto, la seleccion del coadyuvante depende del uso
previsto. Por ejemplo, la toxicidad puede depender del organismo sujeto destinado y puede variar entre ninguna
toxicidad y una toxicidad elevada.

Otro aspecto preferido de la composicion o de la vacuna de la presente memoria descriptiva comprende
adicionalmente sustancias tamponantes. Las sustancias tamponantes pueden ser seleccionadas por el artesano
experto para establecer una condicion fisiolégica en una disolucion de esta composicion. Las propiedades tales
como el pH y la fuerza idnica, asi como el contenido i6nico, pueden ser seleccionadas segun se desee.

Las composiciones o las vacunas pueden comprender un portador farmacéuticamente aceptable.

El término "portador” se refiere a un diluyente, por ejemplo, agua, disolucion salina, excipiente o vehiculo con el que
puede administrarse la composiciéon. Para una composicion sélida, los portadores de la composicién farmacéutica
pueden comprender un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona (polividona o povidona),
goma de tragacanto, gelatina, almidén, lactosa o lactosa monohidratada; un agente disgregante, tal como acido
alginico, almidon de maiz y similares; un lubricante o tensioactivo, tal como estearato magnésico o laurilsulfato
sédico; un deslizante, tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, tal como sacarosa o sacarina.

En un aspecto de referencia de la desvelacién también se proporciona el procedimiento para aumentar la resistencia
a una infeccion virica en un sujeto que comprende la elaboracion de una preparacion que comprende uno o mas
antigenos viricos diferentes y la administracion de dicha preparacion que comprende uno o mas antigenos viricos,
segun se describid anteriormente, a un sujeto. La preparacion es preferiblemente una vacuna como parte de la
desvelacion, también se contempla proporcionar los antigenos viricos segun se han preparado mediante la presente
invencion como una vacuna o para aumentar la resistencia a una infeccion virica en un sujeto mediante la
administracion de dichos antigenos viricos.

Ejemplos

Ejemplo 1: inactivacion de un virus infeccioso

Se produjeron tres cepas diferentes de la gripe, dos cepas A Hiroshima (HR, H3N2), una cepa Nueva Caledonia
(NC, H1N1) y una cepa B, Malasia (MA) en cultivos de células Vero. Después de la propagacion del virus, el virus
infeccioso recogido es inactivado antes de la purificacion, segun se indica en el diagrama de flujo de la fig. 1a.

1.1. Inactivacion con formalina

La primera etapa de inactivacion con formalina se realiza sobre una cosecha de virus infeccioso monovalente exenta
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de células, es decir, una cosecha de biorreactor tras una clarificacion mediante centrifugacion. Después de la
recoleccion a entre 30 y 34 °C, la cosecha de virus monovalente se trata con entre aproximadamente 0,9 y
aproximadamente 1,1 U/ml de benzonasa a entre 30 y 34 °C durante entre 4 y 8 horas. Después, se trata con < = 92
mg/l de formalina durante entre 24 y 24,5 horas a 32 +/- 2 °C.

1.2. Inactivacion por UV

Se llevaron a cabo varios experimentos de inactivacion con virus inactivados por formalina mediante el uso de una
camara de inactivacion con una lampara de UV de 65 W y una camara de capa fina. Aunque la completa
inactivacion de la cosecha de virus monovalente puede demostrarse cuando se usan unos caudales de 100 litros por
hora durante tres ciclos, este conjunto no permitié la medicion on line de la sefial UV. El medio de cultivo de células
Vero usado para la produccion del virus de la gripe contiene varios compuestos organicos responsables de la
absorciéon de la sefial UV. Por lo tanto, el sistema esta equipado con una lampara de 110 W que permite una
monitorizacion continua de la sefial de UV durante el tratamiento de la cosecha de virus monovalente.

La cosecha de virus de la gripe de Panama monovalente tratada con formalina se usa como modelo de sustrato para
la inactivacion. Para la inactivacion continua con una tecnologia UV con capa fina se usa un sistema WEDECO VISA
(Alemania) equipado con una lampara VISA (110 W). La camara de UV con capa fina es un dispositivo de acero
inoxidable 1.4435 con un tubo de cuarzo de 30 mm de diametro. Un sensor de UV calibrado permite el control on
line de la sefial de UV. La camara de UV de capa fina es operada a un caudal de 240 +/- 10 litros por hora a
temperatura ambiente. Las condiciones del caudal son controladas por un caudalimetro calibrado. La cosecha
monovalente se expone a 10 ciclos de UV. Después de cada ciclo se extraen 20 litros de la cosecha monovalente
tratada con UV y se purifican adicionalmente mediante una purificacion en gradiente de sacarosa mediante el uso de
una ultracentrifugacion continua.

1.3. Ensayo de seguridad

El ensayo de seguridad estandar de Vero es un ensayo de calidad muy riguroso para la infectividad residual de
cepas de la gripe inactivadas. El ensayo también es aplicable a otros virus. Se afiade un producto a granel
monovalente, es decir, antigeno virico purificado tras una centrifugacion en gradiente de sacarosa y una ultra-
diafiltracion, en 5 matraces Roux (4 ml/matraz). Después de incubar durante 7 dias a 32 °C en un medio de cultivo
Vero, los cultivos celulares se recoge, se agrupan y se afiaden a 5 matraces Roux (10 ml/matraz). Después de otra
etapa de incubacion durante 7 dias a 32 °C, los cultivos celulares se recogen, se agrupan y se ensayan para valorar
la hemaglutinina (HA).

El ensayo de la HA se basa en el hecho de que el virus de la gripe puede unirse a los eritrocitos mediante el uso de
su proteina superficial hemaglutinina. El ensayo se realiza en un entorno estéril. Una suspension de virus de la gripe
con un titulo definido de HA sirve como control positivo, y una disolucion de NaCl al 0,9 % sirve como control
negativo. Se afiaden 50 pl de una dilucion 1:2 en NaCl al 0,9 % de una muestra que se va a ensayar en un pocillo de
una placa de 96 pocillos. A cada pocillo se afiaden 50 pl de una disolucion que contiene eritrocitos de pollo.
Posteriormente, las placas se incuban durante entre 30 y 45 minutos a temperatura ambiente. Entonces se
determina visualmente la hemaglutinacion, en la que, si cinco pocillos que contienen la misma muestra no muestran
hemaglutinacioén, la muestra ha superado el ensayo de la HA.

Ejemplo 2: purificacion mediante ultracentrifugacion

Durante la purificacion del antigeno del virus de la gripe, la cosecha monovalente (MVH) se concentra mediante
centrifugacion. Puede aplicarse un procedimiento de centrifugacion en flujo continuo para elaboracion de la vacuna
virica crecida en un cultivo de células Vero en un gradiente de sacarosa formado mediante el uso de una disolucién
acuosa de sacarosa. El modelo de centrifuga usado estaba equipado con un preclarificador. Se llevaron a cabo
experimentos a pequefia escala con un gradiente de densidad formado mediante el uso de una disolucidon de
sacarosa a aproximadamente un 42 % y un 55 % (p/p) en tampdn Tris 20 mM en diferentes condiciones de
centrifugacion. Ademas, la ultracentrifugacion sin preclarificador pero con un aumento en la fuerza g resulté ser una
valiosa herramienta para mejorar el rendimiento.

Las cosechas de virus de la gripe monovalentes (MVHs) se usaron para los estudios comparativos. Las MVHs se
purificaron mediante una ultracentrifugacion continua con una centrifuga de laboratorio del modelo RK-6 a 35.000
rpm.

Ejemplo 3: purificaciéon / procesado

Para una vacuna antigripal candidata, se purificaron y se recogieron tres cepas diferentes del virus de la gripe
procedentes de la ultracentrifugacion, segun se describio en el ejemplo 2. Los rendimientos de antigeno eran
diferentes en los picos agrupados. La cepa del virus de la gripe de Nueva Caledonia tenia el menor rendimiento de
antigeno, seguida de Hiroshima y finalmente de Malasia. El contenido proteico era mayor en la de Malasia y menor
en la de Hiroshima. Las proporciones entre el SRD (ensayo de inmunodifusién radial individual (cuantificacion de la
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HA)) y la proteina total eran comparables en los picos agrupados de Malasia y Nueva Caledonia, pero mayores en
Hiroshima (Tabla 1).

Tabla 1: resultados analiticos de los picos agrupados

HR05/61 MAO04/61 NC99/51

Cepa de la gripe Hiroshima Malasia Nueva Caledonia
Cantidad (ml (g)) 840,4 (1.000) 420,2 (500,1) 420,2 (500)
SRD (ug/ml) 246,2 426,6 194,9
Concentracion de proteinas 487 1.495 764

(ng/ml) mediante Bradford
Proporcion SRD/proteina 0,51 0,28 0,26
Concentracion de proteinas VERO 6,2 19,7 18,9

(ng/ml) mediante ELISA
El proceso adicional se realizé de acuerdo con el siguiente resumen:
3.1. Dilucién de los picos agrupados

Los picos agrupados se diluyeron 3 veces con tampon de TBS para reducir la concentracion de sacarosa, para una
reduccion de la viscosidad.

3.2. Primera homogeneizacion de los picos agrupados

Los picos agrupados diluidos se tratan con un homogeneizador a alta presion "NS 1001L Panda" (Niro Soavi S.p.A.).
La suspension de virus se hace pasar a través del homogeneizador 3 veces con 800 bar. Esta presion es suficiente
para mejorar las subsiguientes etapas de procesado, al desorganizar los agregados de virus.

3.3. Adicién de benzonasa

Se afade benzonasa, una nucleasa recombinante producida en E. coli a la suspensién de virus, a una
concentracion final de 3 U/ml, para degradar el ADN derivado de las células.

3.4. Filtracién a presion

Después de la adicion de benzonasa, se realiza una filtracion a presion a 0,22 ym para mantener la suspension de
virus exenta de organismos accidentales tales como bacterias durante el subsiguiente periodo de incubacion. La
incubacion se realiza a 32 °C durante una noche.

3.5. Ultra/diafiltracion

Una vez finalizada la incubacién con benzonasa, se realiza una ultra/diafiltracion con una membrana de ultrafiltracion
de 30 kD de canal suspendido (Pall) con un area de filtracién de 0,1 m? a pequefia escala y de 0,5 m? a escala
piloto. El ultrarretenido se diafilira con 10 volimenes de retenido de TBS (disolucién salina tamponada con Tris) +
Triton X100 al 0,008 % (p/p).

3.6. Adicion de Triton X100 para la solubilizacion y la incubacién para el fraccionamiento virico

Se afiade Triton X100 a una concentracion final de 0,5 % (p/p) y se incuba durante una noche a temperatura
ambiente.

3.7. Diafiltracion I

Para la eliminacion de la elevada concentracion de Triton X100, la diafiltracion se realiza con una membrana de
ultrafiltracion de 30 kD de canal suspendido (Pall). El ultrarretenido se diafiltra con 15 volumenes de retenido de TBS
(disolucion salina tamponada con Tris).

3.8. Adicién de formaldehido e incubacién

Se afiade formalina al ultra/diarretenido hasta una concentracion final del 0,025 % para estabilizar al antigeno. La
incubacion se realiza durante 18 - 24 horas a temperatura ambiente. La formalina es una disolucion saturada acuosa
de gas formaldehido al ~ 36 - 37 %.

3.9. Triton X100

La determinacion mediante HPLC de la concentracion mediante las subsiguientes etapas de procesado consiste en



10

15

20

25

30

35

ES 2459 166 T3

una etapa de dilucion y una ultra/diafiltracion adicional. Con objeto de ser capaces de diluir el UDR por debajo de la
CMC para el Triton X 100 (TX 100, ~0,015 %, 250 pM, en disolucién acuosa), se introdujo una etapa de
determinacion analitica del TX100 para definir la concentracion de TX100. El factor de dilucién es dependiente de
esta concentracion de TX100.

3.10. Dilucion del UDR por debajo de la concentracion micelar critica para el TX 100

El ultra/diarretenido, que contiene un TX100 residual de aproximadamente el 0,1 - 0,2 % (determinado mediante
HPLC), se diluye con TBS hasta una concentracion final de TX100 del 0,008 %, una concentracion claramente por
debajo de la CMC (concentracion micelar critica).

3.11. Ultra/diafiltracion Il

Se realiza una ultra/diafiltracion con la misma membrana de ultrafiltracion de 30 kD de canal suspendido. El
ultrarretenido se diafiltra con 5 volimenes de retenido de TBS (disolucion salina tamponada con Tris) + 5 VC de TBS
+ Triton X100 al 0,008 % (p/p).

3.12. Estabilizacion con detergente

Después de la reduccion de la concentracion de TX100 hasta el nivel objetivo se afiade Tween 80 a la suspension
hasta una concentracion final del 0,125 % + 0,025 % para una estabilizacion adicional del antigeno virico. Esto evita
la reagregacion debida a unas concentraciones demasiado bajas de TX100.

3.13. Segunda homogeneizacion

Se realiza una segunda etapa de homogeneizacion a alta presion para mantener la pérdida de antigeno baja en la
etapa de filtracion a 0,22 ym. Se usa el mismo homogeneizador descrito en la seccidon 3.2 con unos parametros
idénticos.

3.14. Filtracion estéril

Después de la segunda etapa de homogeneizacion se realiza una filtracion estéril mediante el uso de filtros de 0,22
um (Millipore). El material estéril filirado a granel se denomina Grueso Monovalente (MVB).

Ejemplo 4: resultados

Tabla 2: resultados de la purificacion tras la ultracentrifugacion segun se ha ejemplificado para un virus fraccionado
(Hiroshima):
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Pico DIL UDR1 | UDR2
agrupado| (1:3) HOM1 | PFIL 30 K 30 K UDR | HOM2 | MVB

Cantidad g 500 1.501,611.479,8(1.537,5| 410,4 | 411,7 | 421,8 | 4149 | 421,5
Densidad optica DO, a / 0,82 0,24 0,20 0,86 0,72 0,88 0,18 0,15

405 nm
SRD (NiBSC) ug/ml 194,9 56,7 58,1 52,9 130,9 | 110,3 84 86,5 74,6
SROD total mg 81,9 77,4 78,2 73,9 53,7 45,4 35,4 35,9 31,5
Proteina pg/mi 764 / / / / / / / 385
Proteina total mg 382 / / / / / / / 162,3
Concentracion pg/mi
de proteinas mediante 18,9 45 4.4 3,8 10,8 6,3 4 5 4.7
VERO ELISA
Proteina Total |mg mediante
de VERO ELISA 8 6,1 59 52 4.4 2,6 1,7 2,1 2
ADN de Vero ng/ml / / / / / / / / 0,64
ADN total de
Vero ug / / / / / / / / 0,27
TX100 (%) / / / / 0,482 | 0,101 | 0,018 | 0,017 | 0,017
Tween 80 (%) / / / / / / / / 0,115

DIL (1:3): dilucion del pico agrupado;

UDR: ultradiarretenido después de la ultradiafiltracion;
HOM-1, HOM-2: homogenizacioén 1y 2;

PFIL: filtracion a presion a 0,22 um;

MVB: monovalente a granel

El SRD total en el MVB era de 73 mg. Los niveles totales de proteinas Vero se redujeron desde 5,2 mg hasta 1 mg,
una reduccion del 80,8 %. EI ADN Vero total se redujo hasta 0,28 ug en el MVB. La proteina total se redujo desde
487 mg hasta 212 mg, lo que constituye una reduccion del 56,5 %.

Se obtuvieron unos resultados similares para la cepa de Malasia: la proteina Vero total pudo reducirse desde 8,3 mg
hasta 2,4 mg, lo que es una reduccién de aproximadamente el 67,5 % del pico agrupado en el MVB. El contenido en
ADN Vero en el MVB era de 1,8 ug. La reduccion de la proteina total durante la purificacion era del 58,6 %, desde
748 mg hasta 310 mg.

Para la cepa Nueva Caledonia al final de la purificacion, la proteina Vero total pudo reducirse desde 8 mg en el pico
agrupado hasta 2 mg en el MVB, que lo que es una reduccion del 75 %. El contenido en ADN Vero total en el MVB
era de 0,27 pg. La proteina total se redujo desde 382 mg en el pico agrupado hasta 162 mg en el MVB, lo que
constituye una reduccion del 57,6 %.

El proceso de purificacion es muy coherente y robusto. La exitosa reduccion de la proteina y el ADN de la célula
hospedadora dio como resultado una preparacion virica muy purificada, asi como productos quimicos del proceso
como benzonasa, sacarosa, formaldehido y Triton X100, asi como la ausencia de endotoxinas. Todas las
preparaciones eran estériles tras la produccion. Las proporciones entre SRD y proteinas cumplian la normativa en
los tres MVBs.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la elaboracion de una preparacion que comprende antigenos viricos que
comprende

a) inoculacién de células con virus con cubierta infecciosos en un fluido, en la que dichas células son células
primarias o una linea celular cultivada,

b) propagacion de dichos virus en dichas células, en la que dichas células estan en forma de un cultivo celular,

c) recoger dicho virus propagado,

d) inactivar completamente dicho virus recogido directamente después de la recoleccion del virus antes de cualquier
etapa de purificacion, y en la que el fluido que contiene el virus o sus constituyentes no viricos no es (son)

adicionalmente concentrados antes de dicha etapa de inactivacion, y

e) tratar dicho virus inactivado con detergente para producir una vacuna virica fraccionada, dando como resultado
una preparacion que comprende antigenos viricos.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de recoger dicho virus propagado
comprende la separacion del virus de las células y/o de los desechos celulares de dichas células después de la
infeccion.

3. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que dicha inactivacion se realiza mediante la adicion de
formaldehido, o se realiza mediante irradiacion con UV.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho virus propagado es liberado en dicho fluido.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que después de la recoleccion, el fluido recogido se trata
con una nucleasa.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células de mamifero o de ave.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células epiteliales.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho virus es un virus de la gripe.

9. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la concentracién de proteina no virica durante dicha

inactivacion esta por debajo de 350 ug/ml.

10. Un procedimiento para la elaboracion de una preparacion que comprende antigenos viricos que
comprende

a) obtener un fluido que comprende virus con cubierta infecciosos, inoculado en células, en el que dichas células son
células primarias o una linea celular cultivada,

b) inactivar dicho virus recogido de la etapa (a), antes de cualquier etapa de purificacion del virus y en el que el fluido
que contiene el virus o sus constituyentes no viricos no es (son) adicionalmente concentrados antes de dicha etapa
de inactivacion,

c) tratar dicho virus inactivado con detergente para producir una vacuna virica fraccionada, y

d) purificar dicho virus inactivado, dando como resultado una preparacion que comprende antigenos viricos.

11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que dicho fluido se obtiene a partir de un cultivo celular.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, que comprende adicionalmente la etapa de estabilizar dichos
antigenos viricos.
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