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Fabricación de vacunas contra virus de la gripe sin  usar huevos 
 
Descripción 
 
CAMPO TECNICO 5 
 
 Esta invención está en el campo de la fabricación de vacunas para proteger contra el virus de la gripe. 
 
ANTECEDENTES DE LA TECNICA  
 10 
 El proceso actual para preparar vacunas estacionales contra infección de virus de gripe humana implica los 
pasos siguientes [1,2]: (a) aislamiento de cepas de virus circulantes; (b) análisis antigénico y genético de los virus 
aislados; (c) selección de cepas de siembra para su uso durante la próxima estación; (d) preparación de cepas de 
siembra de alto crecimiento por redistribución o el uso de genéticas inversas; (e) lanzamiento de cepas de siembra 
para los fabricantes de vacunas; (f) evaluación por los fabricantes de la idoneidad de la cepa para la producción 15 
industrial; y (g) cultivo de las cepas de siembra para producir virus de los que se fabrican las vacunas. 
 
 Los pasos (a) a (e) de este proceso se realizan por la FDA y centros para la gripe internacionales 
aprobados por el gobierno, típicamente bajo el patronazgo de la Organización Mundial de la Salud; los pasos (f) y (g) 
se realizan por los mismo fabricantes. 20 
 
 El paso (d) transiciona un virus de uno que está adaptado de forma natural para infectar humanos a uno 
que crecerá a títulos altos bajo condiciones de crecimiento industriales. Para el virus de la gripe A, este paso implica 
típicamente crear una cepa redistribuida 6:2 que incluye los segmentos de genoma que codifican Ha- y Na- para las 
cepas seleccionadas en (c) y los seis segmentos del genoma restantes de una cepa que crece eficientemente en 25 
huevos de gallina, y esta cepa es habitualmente la A/PR/8/34. El procedimiento de redistribución es seguido 
después por el paso repetido de la cepa en huevos embrionados para permitir la adaptación del huevo y la mejora 
del crecimiento. Para el virus de la gripe B, se obtienen cepas prototipo con buenas características de crecimiento 
por paso directo y repetido en huevos embrionados sin intentar generar redistribuciones. 
 30 
 Así los pasos realizados antes del lanzamiento a los fabricantes de vacunas implican pasar virus de la gripe 
por huevos. Incluso si los virus se cultivan por un fabricante en el paso (g) en un sustrato celular, en lugar de en 
huevos, el virus todavía habrá pasado a través de huevos en alguna etapa entre el aislamiento en el paso (a) y la 
recepción por un fabricante en el paso (e). 
 35 
 Por ejemplo, el paso (a) implica exponer un sustrato a una muestra del paciente, de tal manera que 
cualquier virus en la muestra infectará el sustrato. El sustrato puede entonces amplificar la cantidad de virus 
presente, y los virus amplificados están después disponibles para estudio adicional. Este paso puede tener lugar en 
huevos o en células mamíferas. Las células conocidas para su uso en aislamiento primario incluyen células MRC-5 
[3], células Vero [4, 5], células MDCK [6], células HepG2 [7], células LLC-MK2 [8], etc. En general, sin embargo, los 40 
huevos de gallina continúan siendo usados para aislar cepas de referencia para la fabricación de vacunas contra la 
gripe. El uso de huevos es tan importante para los procedimientos actuales que en la estación 2003-04 la FDA 
rechazó el uso de la cepa H3N2 (A/Fujian/411/2002) más apropiada ya que no había sido aislada originalmente en 
huevos [2, 9] y no había disponibles cepas aisladas en huevos antigénicamente similares. 
 45 
 Se ha propuesto anteriormente eliminar el uso de huevos de varias etapas de la fabricación del virus de la 
gripe. 
 
 La referencia 10 propone que las vacunas deberían ser cultivadas en cultivo celular usando o una (i) cepa 
de alto crecimiento de un aislado clínico pasado o (ii) un redistribuido derivado de al menos una cepa del virus de la 50 
gripe mamífera de origen natural, siempre que el aislado o redistribuido no se haya pasado por  huevos de ave. Así 
el proceso descrito en la referencia 10 empieza con un virus de siembra que ya ha sido seleccionado o manipulado 
para el crecimiento en el cultivo celular de elección. 
 
 La referencia 11 compara virus pasados a través de huevos con los pasados a través de células MDCK, 55 
pero selecciona específicamente los primeros para la fabricación de vacunas. 
 
 La referencia 12 sugiere que los virus de siembra para vacunas contra gripes pandémicas podrían 
prepararse propagando la cepa pandémica directamente en cultivo celular mamífero en lugar de a través de huevos 
embrionados, pero indica que el paso por el huevo era obligatorio para la fabricación inter-pandémica. La razón para 60 
este paso por el huevo obligatorio es que se ha creído que actúa como un "filtro" para agentes extraños: las 
agencias reguladoras han aceptado que un serie de pasos en un sistema aviar, entre el asilado clínico original de un 
humano y la vacuna final para la administración a humanos, evitará que se co-repliquen agentes extraños de tipo 
mamífero con el virus de la gripe. 
 65 
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 La invención tiene por objeto proporcionar procedimientos adicionales útiles en la fabricación de vacunas 
contra la gripe, en los que se reduce el uso de huevos, y preferiblemente se evita del todo. En un aspecto particular, 
la invención tiene por objeto proporcionar procedimientos adicionales y mejorados útiles en el aislamiento del virus 
de la gripe. 
 5 
DIVULGACION DE LA INVENCION  
 
 Aunque se ha propuesto anteriormente eliminar el uso de huevos de varias etapas de la fabricación de virus 
de la gripe, la invención difiere de estas propuestas en varios aspectos. 
 10 
Enlace de Receptores  
 
 Los virus de la gripe humana enlazan con los oligosacáridos receptores que tienen  un disacárido 
Sia(α2,6)Gal terminal (ácido siálico α2,6 enlazado con galactosa), pero los huevos en cambio tienen oligosacáridos 
receptores con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal. El cultivo de virus de la gripe humana en huevos proporciona 15 
presión de selección en hemaglutinina lejos del enlace Sia(α2,6)Gal hacia el enlace Sia(α2,3)Gal 
 
 Como los huevos, las células Vero expresan predominantemente receptores Sia(α2,3)Gal [15]. Por el 
contrario las células MDCK y las células PER.C6 expresan ambas Sia(α2,3)Gal y Sia(α2,6)Gal. La referencia 16 
informa de la transfección de células MDCK para sobre-expresar α-2,6-sialiltransferasa para favorecer la selección 20 
del enlace Sia(α2,6)Gal. Incluso sin dichas manipulaciones, sin embargo, es posible cultivar virus de la gripe en 
células MDCK sin desplazarlas hacia el enlace Sia(α2,3)Gal. Por lo tanto la invención puede usar células que 
expresan tanto Sia(α2,3)Gal como Sia(α2,6)Gal, pero puede producir virus de la gripe que tienen una preferencia de 
enlace para oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con oligosacáridos con un 
disacárido Sia(α2,3)Gal terminal 25 
 
 En realizaciones preferidas del primer y segundo aspectos de la invención, los virus de la gripe usados para 
la infección en el paso (i) tienen una preferencia de enlace para oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,6)Gal 
terminal en comparación con oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal. Esta preferencia de enlace se 
mantiene durante el paso (ii) y el paso (iii), de tal manera que el virus de la gripe producido en el paso (iii) tiene una 30 
preferencia para oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con oligosacáridos con un 
disacárido Sia(α2,3)Gal terminal. 
 
 En realizaciones preferidas del tercer y cuarto aspectos de la invención, los virus de la gripe usados para la 
infección en el paso (ii) tienen una preferencia de enlace para oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,6)Gal terminal 35 
en comparación con oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal. Esta preferencia de enlace se mantiene 
durante el paso (iii) y el paso (iv), de tal manera que el virus de la gripe producido en el paso (iv) tiene una 
preferencia de enlace para oligosacárido con un disacárido Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con oligosacáridos 
con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal. 
 40 
 Para determinar si un virus tiene una preferencia de enlace para oligosacáridos con un disacárido 
Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal se pueden usar 
varios ensayos. Por ejemplo, la referencia 13 describe un ensayo ligado a enzimas en fase sólida para la actividad 
de enlace el receptor del virus de la gripe que da mediciones de sensibilidad y cuantitativas de las constantes de 
afinidad. La referencia 14 usó un ensayo en fase sólida en el que se evaluó el enlace de los virus de dos 45 
sialilglicoproteinas (ovomucoide, con determinantes Sia(α2,3)Gal; y α2-macroglobulina de cerdo, con determinantes 
Sia(α2,6)Gal), y también describe un ensayo en el que el enlace de los virus se evaluó contra dos análogos de 
receptores: ácido siálico libre (Neu5Ac) y 3'-sialillactosa (Neu5Acα2-3Galβ1-4Glc). La referencia 15 informa de un 
ensayo usando una matriz de glicano que fue capaz de diferenciar con claridad las preferencias del receptor para 
ligamientos α2,3 o α2,6. La referencia 16 informa de un ensayo basado en la aglutinación de eritrocitos humanos 50 
modificados enzimáticamente para contener o Sia(α2,6)Gal o Sia(α2,3)Gal. Dependiendo del tipo de ensayo, se 
puede realizar directamente con el mismo virus, o puede ser realizado indirectamente con hemaglutinina purificad 
del virus. 
 
Materiales de Referencia  55 
 
 El proceso actual para fabricar virus de la gripe implica la preparación de reactivos de referencia para cada 
cepa, concretamente (i) un suero anti-HA y (ii) viriones completos purificados. Estos reactivos calibrados se usan en 
un ensayo SRDI para determinar el nivel de HA en antígenos a granel producidos por los fabricantes, permitiéndoles 
de esta manera diluir las masas para dar la cantidad deseada de HA por dosis. 60 
 
 Con el proceso actual, donde las cepas de referencia se han pasado a través de huevos y las cepas de 
producción están optimizadas para el crecimiento en huevos, los sueros y antígenos en los reactivos de referencia 
están bien emparejados. Se ha descubierto, sin embargo, que los sueros pueden ser un pobre emparejamiento para 
antígenos producidos en cultivo celular, presumiblemente debido a las diferentes presiones de selección en los 65 
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diferentes sistemas. La pobre reactividad entre los sueros de referencia y el antígeno implica que los niveles de HA 
serán subestimados, llevando a (i) dosis menores de un granel dado y (ii) sobredosificación de HA en una vacuna. 
 
 Para superar este problema de emparejar antígenos derivados de cultivo celular con sueros desarrollados 
contra materiales derivados de huevos, la invención proporciona materiales de referencia basados en virus que no 5 
han sido adaptados para crecimiento basado en huevos. 
 
 Así la invención proporciona en la reivindicación 1 un proceso para preparar un antisuero de un animal no 
humano, que comprende los pasos de: (i) administrar al animal no humano una hemaglutinina de virus de la gripe 
purificada; y después (ii) recuperar del animal no humano suero que contiene anticuerpos que reconocen la 10 
hemaglutinina, caracterizado porque la hemaglutinina usada en el paso (i9 es de un virus cultivado en una línea 
celular mamífera. 
 
 La hemaglutinina usada en el paso (i) es preferiblemente de un virus que no ha sido cultivado nunca en 
huevos. Por ejemplo, la hemaglutinina puede tener una preferencia de enlace para oligosacáridos con un disacárido 15 
Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal. 
 
 La hemaglutinina preferida usada para desarrollar el antisuero es glicosilada con glicanos obtenibles del 
cultivo en una línea celular mamífera (por ejemplo las líneas celulares descritas en la presente), como MDCK. 
 20 
 Los antisueros pueden ser generados para virus de la gripe A y virus de la gripe B. 
 
 El animal es preferiblemente un mamífero, como una cabra o más preferiblemente una oveja. Los 
antisueros pueden ser preparados convenientemente en ovejas extrayendo HA de virus purificados por tratamiento 
con bromelaina, seguido por purificación por sedimentación en gradiente de sacarosa. Se administra una dosis de 25 
alrededor de 50 µg de hemaglutinina intramuscularmente a una oveja en combinación con adyuvante completo de 
Freund (FCA). Se puede dar una dosis de 10 µg dos semanas después, y después 2-4 dosis adicionales en 
intervalos semanales. Posteriormente, se puede recoger el suero. Antes del uso, puede ser diluido (por ejemplo con 
tampón PBS que contiene azida sódica) e introducido en contenedores. El suero puede ser expuesto a un pH ácido 
(por ejemplo pH durante dos horas) para cumplir con los reglamentos de la fiebre aftosa. 30 
 
 La invención también proporciona en la reivindicación 2 un proceso para preparar un antisuero de un animal 
no humano, que comprende los pasos de: (i) cultivar virus de la gripe en una línea celular mamífera; (ii) purificar el 
antígeno de hemaglutinina de virus cultivados en el paso (i); (iii) administrar la hemaglutinina purificada del paso (ii) 
al animal no humano; y después (iv) recuperar del animal no humano suero que contiene anticuerpos que reconocen 35 
la hemaglutinina. 
 
 En la presente se divulga un antisuero obtenible por estos procesos. 
 
 En la presente se divulga un gel que incluye este antisuero. Así un proceso como se describe anteriormente 40 
para preparar un antisuero de un animal puede incluir el paso adicional de mezclar el antisuero con un gel. El gel es 
adecuado para realizar un ensayo SRID, por ejemplo es un gel de agarosa. 
 
 En la presente se divulgan materiales de referencia de antígenos. Así la invención describe un proceso para 
preparar un material de referencia del antígeno, que comprende los pasos de: (i) cultivar virus de la gripe en una 45 
línea celular; (ii) purificar virus cultivados en el paso (i) y (iii) inactivar el virus, caracterizado porque el virus de la 
gripe usado en el paso (i) no se ha cultivado nunca en huevos. El proceso puede incluir un paso adicional de: (iv) 
liofilizar el virus inactivado. 
 
 El virus usado en el paso (i) no se ha cultivado nunca en huevos. Por ejemplo, su hemaglutinina puede 50 
tener una preferencia de enlace para oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con 
oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,3)Gal terminal 
 
 El material de referencia está libre de materiales derivados de huevos (por ejemplo libre de ovoalbúmina, 
libre de ovomucoide, libre de ADN de pollo). Las glicoproteínas en el material de referencia serán glicosiladas con 55 
glicanos obtenibles del cultivo en una línea celular mamífera (por ejemplo las líneas celulares descritas en la 
presente, como MDCK. Los materiales de referencia pueden generarse para virus de la gripe A y virus de la gripe B. 
 
 Los materiales de referencia se usan habitualmente en parejas, y por lo tanto la invención también divulga 
un kit que comprende: (i) antisuero obtenible por estos procesos y (ii) material de referencia del antígeno obtenible 60 
por estos procesos. 
 
 La invención también proporciona en la reivindicación 8 un proceso para preparar el kit, que comprende los 
pasos de: (i) hacer un antisuero como se ha descrito anteriormente; (ii) hacer un material de referencia del antígeno 
como se ha descrito anteriormente; y (iii) combinar los productos de los pasos (i) y (ii) en un kit. 65 
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 El antígeno y el antisuero son adecuados y pretendidos para su uso en ensayos SRID, y la invención 
divulga un ensayo de inmunodifusión radial simple para la hemaglutinina del virus de la gripe, caracterizado porque 
el ensayo usa antisuero obtenible por estos procesos y/o material de referencia del antígeno obtenible por estos 
procesos. El ensayo SRID implicará pasos para preparar un gel que incluye el antisuero, aplicar el material de 5 
referencia del antígeno (reconstituido, donde sea necesario, en un medio acuoso) al gel (típicamente en un pocillo), y 
después permitir al antígeno difundirse radialmente en el gel. El antígeno puede ser tratado con un detergente, como 
un detergente Zwittergent antes del uso. 
 
Virus (incluyendo virus de siembra) preparados o ais lados por técnicas de la invención  10 
 
 Los virus de la gripe A preferidos (incluyendo virus de siembra, virus aislados de muestras de pacientes 
usando células MDCK, virus redistribuidos, etc.) incluyen menos de 6 (es decir 0, 1, 2, 3, 4 ó 5) segmentos víricos de 
un virus de la gripe PR/8/34. Preferiblemente no incluyen segmentos de PR/8/34. Si hay presente cualquier 
segmento de PR/8/34 entonces estos no incluirán el segmento PR/8/34 HA y habitualmente no incluirán el segmento 15 
PR/8/34 NA. Así los virus preferidos son aquellos en los que al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 
y/o PB2 no está derivado del PR/8/34. Más preferiblemente, al menos uno de los segmentos NP, M, PA, PB1 y/o 
PB2 no está derivado del PR/8/34. Por lo tanto la invención puede mejorar sobre las vacunas existentes añadiendo a 
los antígenos de HA y NA normales uno o más antígenos que contienen epítopos que son representativos de una 
cepa circulante. 20 
 
 De manera similar, los virus de la gripe A preferidos incluyen menos de 6 (es decir (0, 1, 2, 3, 4 ó 5) 
segmentos víricos de un virus de la gripe AA/6/60 (A/Ann Arbor/6/60). Preferiblemente no incluyen segmentos de 
AA/6/60. Si hay presente algún segmento de AA/6/60 estos no incluirán el segmento AA/6/60 HA y habitualmente no 
incluirán el segmento AA/6/60 NA. Por lo tanto los virus preferidos son aquellos en los que al menos uno de los 25 
segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2 no está derivado del AA/6/60. Más preferiblemente, al menos uno de los 
segmentos NP, M, PA, PB1 y/o PB2 no está derivado del AA/6/60. 
 
 Los virus de la gripe B preferidos incluyen menos de 6 (es decir 0, 1, 2, 3, 4 ó 5) segmentos virales de un 
virus de la gripe AA/1/66 (B/Ann Arbor/1/66). Preferiblemente no incluyen segmentos de AA/1/66. Si hay presente 30 
algún segmento de AA/1/66 estos no incluirán el segmento AA/1/66 HA y habitualmente no incluirán el segmento 
AA/1/66 NA. Por lo tanto los virus preferidos son aquellos en los que al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, 
PB1 y/o PB2 no está derivado del AA/1/66. Más preferiblemente, al menos uno de los segmentos NP, M, PA, PB1 
y/o PB2 no está derivado del AA/1/66. 
 35 
 Los virus de la gripe preferidos de la invención (incluyendo virus de siembra, virus aislados de muestras de 
pacientes usando células MDCK, virus redistribuidos, etc.) incluyen hemaglutinina con una preferencia de enlace 
para oligosacáridos con un disacárido Sia(α2,6)Gal terminal en comparación con oligosacáridos con un disacárido 
Sia(α2,3)Gal terminal. Esta preferencia de enlace se trata con más detalle anteriormente. 
 40 
 Los virus de la gripe preferidos de la invención (incluyendo virus de siembra, virus aislados de muestras de 
pacientes usando células MDCK, virus redistribuidos, etc.) incluyen glicoproteínas (incluyendo hemaglutinina) con un 
patrón de glicosilación diferente de los virus derivados de huevos. Por lo tanto las glicoproteínas comprenderán 
glicoformas que no se ven en virus cultivados en huevos de gallina, por ejemplo pueden tener ligamientos de azúcar 
no aviares, incluyendo ligamientos de azúcar mamíferos. 45 
 
Líneas celulares  
 
 La invención implica el uso de líneas celulares que soportan la replicación del virus de la gripe, y evita el 
uso de huevos. La línea celular será típicamente de origen mamífero. Las células de origen mamíferas adecuadas 50 
incluyen, pero no están limitadas a, células de hámster, ganado vacuno, primate (incluyendo humanos y monos) y 
perro, aunque no se prefiere el uso de células de primate. Se pueden usar varios tipos de células, como células de 
riñón, fibroblastos, células de la retina, células pulmonares, etc. Ejemplos de células de hámster adecuadas son las 
líneas celulares que tienen los nombres BHK21 o HKCC. Las células de mono adecuadas son, por ejemplo células 
de mono verde africano, como las células de riñón como en la línea celular Vero [21-23]. Las células de perro 55 
adecuadas son, por ejemplo células de riñón, como en las líneas celulares CLDK y MDCK. 
 
 Por los tanto las líneas celulares adecuadas incluyen, pero no están limitadas a, MDCK; CHO; CLDK; 
HKCC; 293T; BHK; Vero; MRC-5; PER.C6 [24]; FRhL2; WI-38; etc. Las líneas celulares adecuadas están 
ampliamente disponibles, por ejemplo de la colección American Type Cell Culture (ATCC) [25], de la Coriell Cell 60 
Repositories [26], o de la European Collection of Cell Cultures (ECACC). Por ejemplo la ATCC suministra varias 
células Vero diferentes bajo los números de catálogo CCL-81, CCL-81.2, CRL-1586 y CRL-1587, y suministra 
células MDCK bajo el número de catálogo CCL-34. La PER.C6 está disponible de la ECACC bajo el número de 
depósito 96022940. Cualquiera de estos tipos celulares puede ser usado para el cultivo, redistribución y/o paso de 
acuerdo con la invención. 65 
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 Las líneas celulares más preferidas son aquellas con glicosilación tipo mamífero. Como una alternativa 
menos preferida a las líneas celulares mamíferas, los virus pueden ser cultivados en líneas celulares aviares [por 
ejemplo refs. 27-29], incluyendo líneas celulares derivadas de patos (por ejemplo, retina de pato) o gallinas, por 
ejemplo fibroblastos de embrión de pollo (CEF), etc., pero el uso de células mamíferas implica que las vacunas 5 
pueden estar libres de ADN aviar y proteínas de huevo (como ovoalbúmina y ovomucoide), reduciendo de esta 
manera la alergenicidad. 
 
 Las líneas celulares más preferidas para cultivar virus de la gripe son las líneas celulares MDCK [30-33], 
derivadas de riñón canino de Madin Darby. La línea celular MDCK original está disponible de la ATCC como CCL-34, 10 
pero también se pueden usar varios derivados de esta línea celular. Por ejemplo, la referencia 30 divulga una línea 
celular MDCK que se adaptó para el cultivo en cultivo en suspensión (’MDCK 33016’ o ’33016-PF’, depositada como 
DSM ACC 2219, ver también las refs. 34 y 35). De manera similar, la referencia 36 divulga un línea celular derivada 
de MDCK que crece en suspensión en cultivo libre de suero (’B-702’, depositado como FERM BP-7449). La 
referencia 37 divulga células MDCK no tumorigénicas, incluyendo ’MDCK-S’ (ATCC PTA-6500), ’MDCK-SF101’ 15 
(ATCC PTA-6501), ’MDCK-SF102’ (ATCC PTA-6502) y MDCK-SF103’ (ATCC PTA-6503). La referencia 38 divulga 
líneas celulares MDCK con alta susceptibilidad a la infección, incluyendo células 'MDCK.5F1' (ATCC CRL-12042). 
Cualquiera de estas líneas celulares MDCK se puede usar con la invención. 
 
 Los virus pueden ser cultivados en células en cultivo adherente o en suspensión. También se pueden usar 20 
cultivos de microportadores. En algunas realizaciones, las células pueden ser por lo tanto adaptadas para el cultivo 
en suspensión. 
 
 Las líneas celulares son cultivadas preferiblemente en medio de cultivo libre de suero y/o medio libre de 
proteínas. En el contexto de la presente invención un medio es referido como medio libre de suero cuando no tiene 25 
aditivos de suero de origen humano o animal. Las células que crecen en dichos cultivos contienen de manera natural 
proteínas por ellas mismas, pero se entiende que un medio libre de proteínas significa uno en el que la multiplicación 
de las células tiene lugar con exclusión de (sin la adición al medio de cultivo de) proteínas, factores de crecimiento, 
otros aditivos de proteínas y proteínas no séricas, pero puede incluir opcionalmente (en el medio de cultivo) 
proteínas como tripsina u otras proteasas que pueden ser necesarias para el crecimiento vírico. 30 
 
 Las líneas celulares que soportan la replicación de virus de la gripe se cultivan preferiblemente por debajo 
de 37º C [39] (por ejemplo 30-36º C, o a alrededor de 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C, 35°C, 36°C) durante la 
replicación vírica. Por ejemplo, en el sexto aspecto, las células MDCK pueden cultivarse (antes, durante o después 
del paso de aislamiento) a estas temperaturas, particularmente durante la replicación vírica. 35 
 
 Los métodos para propagar virus de la gripe en células cultivadas (por ejemplo para cultivar virus de la 
gripe en células MDCK cultivadas de acuerdo con el sexto aspecto) incluyen generalmente los pasos de inocular un 
cultivo de células con un inóculo de la cepa a ser cultivada, cultivar las células infectadas para un periodo de tiempo 
deseado para la propagación del virus, como por ejemplo como se determina por el título del virus o la expresión del 40 
antígeno (por ejemplo entre 24 y 168 horas después de la inoculación) y recoger el virus propagado. Las células 
cultivadas son inoculadas con un virus (medido por PFU o TCIP50) a la proporción celular de 1:500 a 1:1, 
preferiblemente de 1:100 a 1:5, más preferiblemente de 1:50 a 1:10. El virus se añade a una suspensión de las 
células o se aplica a una monocapa de las células, y el virus es absorbido en las células durante al menos 60 
minutos pero habitualmente menos de 300 minutos, preferiblemente entre 90 y 240 minutos a de 25º C a 40º C, 45 
preferiblemente de 28º C a 37º C. El cultivo celular infectado (por ejemplo monocapas) puede ser retirado o por 
congelación-descongelación o por acción enzimática para aumentar el contenido vírico de los sobrenadantes del 
cultivo recolectados. Los fluidos recolectados son después o inactivados o almacenados congelados. Las células 
cultivadas pueden ser infectadas a una multiplicidad de infección ("m.o.i.") de alrededor de 0,0001 a 10, 
preferiblemente de 0,002 a 5, más preferiblemente de 0,001 a 2. Todavía más preferiblemente, las células son 50 
recolectadas a una m.o.i. de alrededor de 0,01. Las células infectadas pueden ser recolectadas de 60 a 60 horas 
después de la infección. Preferiblemente, las células se recolectan de 34 a 48 horas después de la infección. 
Todavía más preferiblemente, las células se recolectan de 38 a 40 horas después de la infección. Las proteasas 
(típicamente tripsina) se añaden generalmente durante el cultivo celular para permitir la liberación vírica, y las 
proteasas se pueden añadir en cualquier etapa adecuada durante el cultivo, por ejemplo antes de la inoculación, al 55 
mismo tiempo que la inoculación o después de la inoculación [39]. 
 
 En las realizaciones preferidas, particularmente con células MDCK, un línea celular no se pasa de un banco 
de células de trabajo maestro más allá de 40 niveles de duplicación de la población. 
 60 
 El inóculo vírico y el cultivo vírico están preferiblemente libres de (es decir, se habrán probado para y 
habrán dado un resultado negativo de contaminación por) virus del herpes simple, virus sincitial respiratorio, virus 
parainfluenza 3, coronavirus SARS, adenovirus, rinovirus, reovirus, poliomavirus, birnavirus, circovirus, y/o 
parvovirus [40]. De manera similar, las líneas celulares MDCK preferidas usadas con el sexto aspecto están libres de 
(es decir, se habrán probado para y habrán dado un resultado negativo de infección por) virus del herpes simple, 65 
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virus sincitial respiratorio, virus parainfluenza 3, coronavirus SARS, adenovirus, rinovirus, reovirus, poliomavirus, 
birnavirus, circovirus, y/o parvovirus. Se prefiere particularmente la ausencia del virus del herpes simple. 
 
 Una línea celular MDCK usada con la invención preferiblemente no contiene marcador para resistencia a 
G418 (véase la referencia 16). Así la línea celular puede ser sensible a tratamiento con G418. 5 
 
 La línea celular usada con la invención preferiblemente no contiene plásmidos exógenos (véase la 
referencia 16), excepto por cualquiera que se pueda requerir para técnicas genéticas inversas. 
 
General  10 
 
 El término "comprende" abarca "incluye" así como "consiste", por ejemplo una composición que 
"comprende" X puede consistir exclusivamente de X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X+Y. 
 
 La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo una composición que está 15 
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra 
"sustancialmente" puede omitirse de la definición de la invención. 
 
 El término "alrededor de" en relación a un valor numérico x significa, por ejemplo x±10%. 
 20 
 A menos que se indique lo contrario, un proceso que comprende un paso de mezclar dos o más 
componentes no requiere cualquier orden específico de mezclado. Así los componentes pueden mezclarse en 
cualquier orden. Cuando haya tres componentes, entonces dos componentes pueden ser combinados entre sí, y 
después la combinación se puede combinar con el tercer componente, etc. 
 25 
 Donde se usan materiales animales (y particularmente bovino) en el cultivo de células, deberían ser 
obtenidos de fuentes que estén libres de encefalopatías espongiformes transmisibles (TSEs), y en particular libres 
de encefalopatía espongiforme bovina (BSE). En general, se prefieren cultivos celulares en ausencia total  de 
materiales derivados de animales. 
 30 
 Cuando se administra un compuesto al cuerpo como parte de una composición entonces ese compuesto 
puede ser reemplazado alternativamente por un profármaco adecuado. 
 
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS  
 35 

La Figura 1 muestra el esquema de asilamiento del virus de la gripe de especímenes clínicos. 
 
La Figura 2 compara títulos de HA de 9 muestras víricas aisladas en células MDCK-33016. En cada muestra, 
la barra de la izquierda es  en el paso 2 y la barra de la derecha es en el paso 5. 
 40 
La Figura 3 compara títulos de HA de 10 muestras de virus de la gripe cultivados en tres tipos de células 
MDCK diferentes. Para cada muestra, las tres barras con: izquierda, 33016 en suspensión; medio 33016 
adherente; y derecha, células CCL-34 MDCK. 
 
La Figura 4 muestra el enlace de tres virus con lectinas SNA o MAA. La Figura 4A muestra el enlace de un 45 
aislado original, la Figura 4B muestra el enlace después del cultivo en células MDCK 33016, y la 4C muestra 
el enlace después del cultivo en huevos. 
 
Las Figuras 5 y 6 muestran el enlace de virus con 3-SL o 6-SLN. en ambas Figuras hay seis grupos de 
columnas: las tres de más a la izquierda muestran el enlace con 3-Sl a diferentes concentraciones (1 µM, 0.5 50 
µM, 0.25 µM) y las tres de más a la derecha muestran el enlace con 6-SLN a diferentes concentraciones 
(0.25 µM, 0.125 µM, 0.0625 µM). Dentro de cada uno de los seis grupos cada columna muestra un virus 
diferente. En la Figura 5, las tres columnas son, de izquierda a derecha: (i) un virus aislado de células; (ii) un 
virus aislado de huevos; y (iii) un virus aviar. En la Figura 6, las cuatro columnas son, de izquierda a derecha: 
(i) virus después de dos pasos en huevos; (ii) virus después de dos pasos en MDCK; (iii) virus después de 55 
cinco pasos en huevos; (iv) virus después de cinco pasos en MDCK. 

 
MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION  
 
Aislamiento de virus de muestras de pacientes  60 
 
 Se obtuvieron especímenes clínicos (hisopos nasales y de garganta) que contenían subtipos del virus de la 
gripe A y/o B de niños y adultos durante la estación de la gripe del hemisferio norte 2006-2007. Se comparó la 
susceptibilidad y confiabilidad de la línea celular MDCK 33016 (DSM ACC 2219) cultivada en cultivo en suspensión 
libre de suero con la línea celular MDCK  CCL 34 establecida (ATCC) y con huevos de gallina, por determinación de 65 
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títulos de hemaglutinina (HA), reacción en cadena de polimerasa (PCR) y titulación de virus. Se identificaron 248 
muestras positivas de gripe por reacción en cadena de polimerasa (PCR) diagnóstica. La susceptibilidad y 
confiabilidad de la replicación y aislamiento de virus de la gripe se evaluó en la línea celular MDCK 33016 y en 
huevos de gallina por (i) títulos de hemaglutinina (HA); (ii) reacción en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real 
para la medición de la carga vírica; y (iii) titulación de virus. La precisión de la replicación en las células se evaluó por 5 
secuenciación del gen de Ha en los especímenes clínicos originales y también en aislados del segundo paso en 
células MDCK y huevos de gallina. Los títulos de los virus obtenidos de aislados cultivados en células MDCK 3306 
en suspensión se compararon con los de las células MDCK 33016 adheridas en placas. 
 
 Los resultados indicaron que la capacidad de aislamiento de la línea celular en suspensión MDCK 33016 es 10 
superior a la línea celular MDCK CCL establecida, y mucho mayor que la de los huevos de gallina. Después del paso 
de muestras de virus en células MDCK 33016, las sustituciones de aminoácidos se identificaron en no aislados. Por 
el contrario, casi todos los virus pasados por huevos contenían una o más sustituciones de aminoácidos, 
predominantemente en el gen de HA1. Las mutaciones en el sitio de enlace de anticuerpos del gen de HA, 
observado después del paso en huevos, puede resultar en modificaciones a la antigenicidad de los virus de la gripe. 15 
 
 El 55% de las muestras clínicas obtenidas de pacientes con enfermedad respiratoria aguda, se identificaron 
como positivos para la gripe, con los siguientes tipos víricos: 79% A/H3N2; 12.5% A/H1N1; 1.6% B, 0.4% H3/B y 
6.5% no tipificable. El aislamiento vírico de especímenes clínicos fue posible usando células MDCK 33016 (Figura 
1). Por el contrario, de los virus inyectados en huevos de especímenes clínicos, ninguno se aisló satisfactoriamente. 20 
Se consiguieron resultados negativos similares con fibroblastos de embrión de pollo (CEF) recién preparados. El 
aislamiento y establecimiento de virus de la gripe en huevos pudo conseguirse solamente usando sobrenadantes de 
cultivos de MDCK 33016 con un título HA positivo. 
 
 La primera recolección de cada célula fue inoculada adicionalmente en huevos, con propósitos de 25 
referencia. El números de aislamientos de virus con éxito, usando cada enfoque, se muestra en las cajas de la 
Figura 1, con el número de diferentes tipos virales inyectados también mostrados. Los tres subtipos de virus aislados 
de células MDCK 33016, ganaron HA razonable (>32) y título de virus (>1x106) después del segundo paso en 
huevos, con ambos títulos aumentando con pasos adicionales (Figura 2). 
 30 
 Las células MDCK 33016 cultivadas en suspensión fueron superiores a la línea celular adherente (CCL-34) 
para el aislamiento de virus de la gripe de hisopos clínicos para los tres subtipos. La línea celular en suspensión 
mostró una sensibilidad más alta para material de hisopo de la gripe positivo como se demuestra por la tasa de 
recuperación (tabla 1). Las secuencias de Ha se compararon entre diferentes pasos en células MDCK 33016 y 
huevos con el aislado original (Tabla 2), y no se encontraron mutaciones para las cepas de la gripe A aisladas en 35 
células MDCK 33016 incluso después de 5 pasos, mientras que las cepas de la gripe A aisladas en huevos 
mostraron mutaciones en el sitio de enlace de anticuerpos de la proteína HA después de 2 pasos. No se encontraron 
mutaciones para las cepas de la gripe B aisladas en células MDCK 33016 o huevos. 
 
 Se encontraron altos rendimientos de virus, o al menos un nivel de registro, después de la replicación de 40 
aislados en células MDCK 33016 en suspensión en comparación con las células MDCK 33016 adheridas (Figura 3). 
 
 Por lo tanto la línea celular en suspensión MDCK 33016 es un sistema ideal para el aislamiento y 
replicación de cepas de la gripe del tipo salvaje, ya que ofrece una mayor capacidad de aislamiento en comparación 
con huevos de gallina. Además, debido a la alta precisión de replicación, el uso de aislados basados en células para 45 
la producción de un vacuna contra la gripe humana puede llevar a un vacuna más auténtica. El emparejamiento 
mejorado entre las cepas del tipos salvaje circulantes y las contenidas en la vacuna debería ofrecer mayor 
protección contra la gripe para la vacuna. 
 
 En conclusión: (a) todas las cepas de virus fueron aisladas con éxito en  células MDCK 33016 en 50 
comparación con huevos; (b) las cepas de virus aisladas de células MDCK pudieron ser propagadas con éxito en 
huevos; (c) la tasa de recuperación  de los tres subtipos de virus de la gripe es superior en células MDCK 33016 
cultivadas en suspensión, cuando se comparan con las células adherentes; y (d) las sustituciones del gen de HA, 
cuando se coparan con las del material original, no estaban presentes en ninguno de los aislados cultivados en 
células MDCK 33016 pero estaban presentes después del segundo paso en huevos. Por lo tanto la línea celular en 55 
suspensión MDCK 33016 es un sustrato muy adecuado para el aislamiento y propagación de subtipos de virus de la 
gripe humana ya que es muy fiable para el paso de virus de la gripe de tipo salvaje de aislados clínicos y conserva 
un carácter auténtico de los virus de tipo salvaje. 
 
Enlace de receptores  60 
 
 Se investigaron las preferencias de receptores de los virus aislados originales, de virus cultivados en 
huevos y de virus cultivados en MDCK. Los estudios usaron lectinas con ligamientos 2,3-sialil (MAA) o ligamientos 
2,6 sialil (SNA) o 2,3-sialillactosa (3-SL, un análogo del receptor de huevo) y 2,6-sialil-N-acetillactosamina (6-SLN, un 
análogo del receptor humano) sialilglicopolímeros [193]. 65 
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 La Figura 4 muestra los resultados de un estudio representativo. Los picos etiquetados muestran el enlace 
con las lectinas SNA o MAA. El virus original (4A) y el virus cultivado en MDCK 33016 (4B) tienen picos distintos 
para SNA y MAA, mientras que los picos SNA y MAA se superponen sustancialmente para virus cultivados en 
huevos (4C). 5 
 
 También se examinó la especificidad de enlace en experimentos adicionales usando 3-SL y 6-SLN. Un 
resultado de ejemplo se muestra en la Figura 5. El enlace en la izquierda del gráfico indica una preferencia por el 
receptor aviar, mientras que el enlace en la derecha indica una preferencia por el receptor humano. Como se ve en 
la Figura 5, el virus aislado de células favorece fuertemente los receptores humanos. 10 
 
 La Figura 6 muestra datos usando un aislado de Sttutgart (A/H1N1) después de 2 ó 5 pasos en huevos o en 
MDCK 33016 cultivado en suspensión . Los virus pasados por MDCK muestran una fuerte preferencia por 6-SLN. 
 
 En conclusión, todos los virus A y B humanos clínicos cultivados en MDCK enlazan con 6-SLn en lugar de 15 
con 3-SL, excepto que se descubrió que algunos aislados no enlazan con nada en este ensayo. A diferencia de los 
aislados clínicos originales, los virus adaptados de huevos enlazan o con 3-SL o con ninguno de 3-SL o 6-SLN. 
 
Cambios debidos al cultivo en huevos  
 20 
 Se aislaron varias cepas de virus de la gripe A y B en células MDCK y se pasaron hasta 5 veces a través de 
uno de los siguientes sustratos: huevos,; células MDCK CCL-34, células MDCK 33016; células Vero; o células HEK 
293-T. El gen de HA de los virus se secuencio después de cada paso y se midieron los títulos de HA. 
 
 Aunque la secuencia de HA para algunas cepas (por ejemplo A/H1N1/Bayern/7/95) era estable durante el 25 
paso a través de los huevos y a través de las MDCK 33016, para otras no lo era. Por ejemplo, la secuencia de HA de 
A/H1N1/Nordrhein Westfalen/1/05 adquirió una mutación D203N en el sitio de enlace de anticuerpos D después de 2 
pasos a través de huevos, y después de 2 pasos más adquirió adicionalmente una R329K. Por el contrario, la 
secuencia no se alteró en virus pasados en paralelo a través de MDCK 33016. 
 30 
 Para esta cepa A/H1N1/NRW/1/05, no se observo crecimiento cuando se cultivó con células Vero. Los otros 
cuatro sustratos pudieron soportar su crecimiento, pero los títulos de HA variaron. Por ejemplo, los títulos de 32-256 
se observaron en huevos, pero las células 293-T dieron títulos más bajos (16-32) y las MDCK 33016 dieron títulos 
más altos (32-152). 
 35 
 Se entenderá que la invención se ha descrito a modo de ejemplo solamente y se pueden hacer 
modificaciones mientras se permanece dentro del ámbito de la invención. 
 

 
 40 
 
 
 
 
 45 
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 65 

TABLA 1: Tasa de recuperación después del primer pa so de muestras positivas para gripe en líneas 
celulares MDCK 33016 y ATCC (CCL-34) 

 

Tasa de recuperación n (%) de acuerdo con la cepa v iral 

Total n=248 

(%) 

A/H1N1 A/H3N2 B No tipificable 

(n=31) (n=196) (n=4) (n=16) 

33016 178(72) 26 (83.9) 150 (76.5) 4 (100) 9 (56.3) 

CCL-34 156(63) 23 (74.2) 135 (68.9) 2 (50) 4 (25.0) 

* 1 infectada doble (H3/B) que podría ser aislada en ambas líneas celulares MDCK 
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(serotipo) 

Paso 
(huésped) 

Comparación con el material original 
(nucleótido) 

Comparación con el material original 
(aminoácido) 
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P2 (huevo) 

0* 
1* 

0* 
D203N* 
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P5 (MDCK) 
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1 

0 
0 

L210P 
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3 

0 
0 
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H199L 
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P2 (huevo) 

0** 
0** 

0** 
0** 

419032(B) P5 (MDCK) 
P2 (huevo) 

0 
0 

0 
0 

0 = Sin mutación detectable 
* para aislado original sólo estaba disponible  la secuencia Ha1 
** comparación con el aislado P2 (MDCK 33016) 
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Reivindicaciones  
 
1. Un proceso para preparar un antisuero de un animal no humano, que comprende los pasos de: 
 

(i) administrar al animal no humano una hemaglutinina de virus de la gripe purificada; y después 5 
(ii) recuperar del animal no humano suero que contiene anticuerpos que reconocen la hemaglutinina,  
caracterizado porque  la hemaglutinina usada en el paso (i) es de un virus cultivado en una línea celular 
mamífera. 

 
2. Un proceso para preparar un antisuero de un animal no humano, que comprende los pasos de: 10 
 

(i) cultivar virus de la gripe en una línea celular mamífera; 
(ii) purificar el antígeno de hemaglutinina del virus cultivado en el paso (i); 
(iii) administrar la hemaglutinina purificada del paso (ii) al animal no humano; y después 
(iv) recuperar del animal no humano suero que contiene anticuerpos que reconocen la hemaglutinina. 15 

 
3. El proceso de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde el animal no humano es una oveja. 
 
4. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la hemaglutinina está libre de materiales 
derivados de huevo. 20 
 
5. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que incluye el paso adicional de mezclar el antisuero 
con un gel adecuado para un ensayo SRID. 
 
6. El proceso de la reivindicación 1 en donde la hemaglutinina usado en el paso (i) es de un virus que no se ha 25 
cultivado nunca en huevos. 
 
7. El proceso de la reivindicación 1 en donde la hemaglutinina usada para desarrollar el antisuero es glicosilada con 
glicanos obtenibles del cultivo en una línea celular mamífera. 
 30 
8. Un proceso para preparar un kit, que comprende los pasos de (i) hacer un antisuero de acuerdo con una de las 
reivindicaciones 1 a 4; (ii) hacer un material de referencia del antígeno por un proceso que comprende los pasos de 
(a) cultivar virus de la gripe en una línea celular; (b) purificar virus cultivados en el paso (a); y (c) inactivar los virus, 
caracterizado porque  el virus de la gripe usado en el paso (a) no se ha cultivado nunca en huevos; y (iii) combinar 
los productos de los pasos (i) y (ii) en un kit. 35 
 
9. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en donde la línea celular es una línea celular MDCK. 
 
10. El proceso de la reivindicación 9 en donde la línea celular MDCK es la MDCK33016. 
 40 
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