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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de producción del virus de la gripe

La invención tiene por objeto un procedimiento de producción del virus de la gripe utilizando unos huevos que 5
provienen de gallinas vacunadas contra la gripe, así como a la utilización de tal procedimiento para la fabricación de 
una vacuna contra la gripe.

Actualmente, se conocen tres tipos de virus de la gripe (A, B y C), siendo los virus de tipo A responsables de 
afecciones animales y humanas, mientras que los virus de tipo B y C son sobre todo patógenos para el hombre. Los 10
virus de tipo A están subdivididos en subtipos en función de la estructura antigénica de la hemaglutinina (HA) y de la 
neuraminidasa (NA), que son las principales glicoproteínas de la envoltura viral. Se distinguen 16 subtipos de HA 
(H1 a H16) y 9 subtipos de NA (N1 a N9). El subtipo de un virus de tipo A está por lo tanto definido bajo el subtipo de 
HA y el subtipo de NA, que están presentes en la envoltura viral. Los pájaros salvajes constituyen el reservorio de 
todos los subtipos de influenza A. Algunos subtipos de virus influenza de tipo A infectan de manera endémica o 15
epidérmica (epidemias anuales) a los pájaros domésticos (diversos subtipos de los cuales H5N1 y H9N2), el caballo 
(H3N8 principalmente), el cerdo (H1N1, H3N2 y H1N2 principalmente) así como el ser humano (H1N1 y H3N2 
principalmente). El perro, el gato y otras especies salvajes pueden también ocasionalmente ser infectados por 
algunos subtipos (H3N8 y H5N1 en el perro; H5N1 en el gato).

20
En el campo veterinario, las aves de corral, y más particularmente los polluelos, los pollos, las gallinas y los gallos,
representan en número la población más elevada susceptible de ser afectada por el virus de la gripe. Las cepas de 
gripe aviar de subtipo H5 y H7 pueden ser de dos patotipos: un patotipo poco patógeno (“low path” o LP) y un 
patotipo altamente patógeno (“high path” o HP). Las cepas HP son responsables de la peste aviar y derivan de las 
cepas LP H5 y H7 después de mutaciones/inserciones, en particular a nivel del sitio de escisión de la hemaglutinina 25
(presencia de múltiples aminoácidos básicos). Hasta ahora, se recomiendan sobre todo unas medidas sanitarias 
estrictas y unos controles regulares en los criaderos para prevenir la gripe aviar, y en particular la infección por los 
subtipos H5 y H7.

En el hombre, se recomienda la vacunación contra las cepas virales circulantes de temporada responsables de 30
epidemias más o menos importantes según los años. La mayoría de las vacunas actuales se producen utilizando 
unos huevos de gallina embrionados, siendo estos huevos infectados con tres cepas de virus gripal diferentes (dos
cepas de virus gripal de tipo A que tienen el subtipo H3N2 y H1N1 y una cepa de virus de tipo B). Se utilizan unos 
huevos embrionados de gallinas no vacunadas contra la gripe para evitar cualquier fenómeno de interferencia que 
podría perjudicar a la replicación del virus. En efecto, se sabe que los anticuerpos maternales son transferidos a los 35
polluelos después de haber estado en el huevo y los protegen contra las infecciones microbianas durante los 
primeros días de la vida, pero, en contrapartida, son la causa de una inmunidad deficiente si se vacuna 
prematuramente a unos polluelos contra un agente microbiano mientras que existan todavía unos anticuerpos 
protectores maternales contra este agente. Stone H. et al. (1992, Avian Dis. 36: 1048-1051) han mostrado que se 
podía inmunizar de manera pasiva unos polluelos recién nacidos contra la enfermedad de Newcastle inoculando 40
yema de huevo que proviene de gallinas inmunizadas contra el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). Sin 
embargo, si tras la administración de las yemas de huevo, se vacunan los polluelos con el virus NDV, se observa 
una disminución de la respuesta inmunitaria a la vacuna. Se sabe también, según los trabajos de Hamal et al. (2006, 
Poultry Science 65: 1364-1372), que los porcentajes de transferencia de los anticuerpos maternales protectores a 
los polluelos recién nacidos, en particular la transferencia de los anticuerpos dirigidos contra el virus NDV o el virus 45
de la bronquitis infecciosa (IBV), se sitúan entre el 30% y el 40% (índice del porcentaje de anticuerpos en el plasma 
de la gallina que circula en la sangre del polluelo de tres días), lo que indica que una gran cantidad de los 
anticuerpos maternales es secuestrada en el huevo. Esto se ha confirmado por los trabajos de Beck J.R et al. (2003, 
Avian Dis. 47:1196-1199), que muestran que todos los huevos contienen unos anticuerpos anti HA, 
aproximadamente 3 semanas después de haber vacunado unas gallinas con una cepa de virus gripal inactivada. Se 50
conoce finalmente, según los trabajos de Fontaine et al. (1963, Pathobiologie, 11/9: 611-613), que si se inocula un 
suero antigripal en huevos embrionados, se protegen los huevos contra la infección del virus gripal. Todas estas 
razones han llevado el experto en la técnica a considerar que si se utilizaban unos huevos de gallinas vacunadas 
contra la gripe, debido a la transferencia de los anticuerpos maternales dirigidos contra la gripe en los huevos, estos 
se volverían incapaces para la producción de virus gripales.55

Desde el principio de los años 2000, la incidencia económica de la gripe aviar en los criaderos de aves domésticas 
no deja de crecer con la aparición de cepas de virus aviares altamente contagiosas y patógenas, diezmando 
criaderos enteros de pollos o, en los casos menos dramáticos, deteniendo la puesta de huevos en las gallinas 
infectadas. El tipaje de HA de las cepas de virus altamente patógenas muestra que tienen casi todas el subtipo H5 o 60
H7. Se teme ahora que las cepas de virus que tienen el subtipo H5 o H7 no se adapten al ser humano y puedan ser 
el origen de una verdadera pandemia de gripe en el hombre; casos grabes de gripe humana, ciertamente aislados, 
que implican estos subtipos, ya han sido comunicados.

Frente al riesgo de que el suministro de huevos pueda no ser siempre asegurado para fabricar la vacuna antigripal, 65
los nuevos métodos de producción de vacunas contra la gripe se orientan actualmente hacia la utilización de 
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sistemas de cultivo celular.

Resumen de la invención

A pesar de los nuevos modos de producción de las vacunas gripales, existe no obstante siempre una necesidad de 5
poder producir, en cualquier circunstancia, en un tiempo reducido y en una cantidad muy grande el virus gripal para 
fabricar la vacuna contra la gripe. La presente invención responde a esta necesidad describiendo un procedimiento 
de producción del virus de la gripe basado, contra toda previsión, en la utilización de huevos que provienen de 
gallinas previamente vacunadas contra la gripe.

10
Un objetivo de la invención se refiere en efecto:

A un procedimiento de producción del virus de la gripe según el cual:

a. se administra a gallinas una vacuna contra la gripe,15

b. se recogen los huevos de las gallinas vacunadas,

c. se activa el proceso de embriogénesis,
20

d. se infectan los huevos embrionados inoculando un virus de la gripe en la cavidad alantoica,

e. se incuban los huevos embrionados infectados en condiciones de temperatura y de humedad que permiten la 
replicación del virus, y

25
f. se recoge el líquido alantoico que contiene el virus.

De manera preferida, la vacuna protege las gallinas contra la gripe aviar.

Típicamente, la vacuna contra la gripe comprende en su composición la hemaglutinina de un virus de la gripe en 30
forma de proteína y/o de gen que codifica esta proteína. Según un aspecto, la composición de la vacuna contra la 
gripe contiene un virus gripal entero e inactivado.

Según otro aspecto, la composición de la vacuna contra la gripe contiene un producto derivado de un virus gripal 
entero.35

Según también otro aspecto, la composición de la vacuna contiene también un adyuvante.

En otro aspecto, la composición de la vacuna contra la gripe contiene un virus gripal atenuado.
40

Según otra modalidad, la vacuna contra la gripe comprende un vector que comprende un gen que codifica para la 
hemaglutinina de un virus gripal.

De manera preferida, el vector es un poxvirus.
45

En un aspecto particular, el vector comprende también un gen que codifica para la neuraminidasa de un virus gripal.

Según otro aspecto, la composición de la vacuna contiene también un adyuvante.

Según un modo de realización del procedimiento según la invención, la hemaglutinina del virus de la gripe en forma 50
de proteína y/o de gen que codifica para esta proteína contenida en la composición de la vacuna que se administra a 
las gallinas y la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los huevos 
embrionados de las gallinas vacunadas tienen unos subtipos diferentes.

Según otro modo de realización, la hemaglutinina del virus de la gripe en forma de proteína y/o de gen que codifica 55
para esta proteína contenida en la composición de la vacuna que se administra a las gallinas y la hemaglutinina del 
virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los huevos embrionados de las gallinas 
vacunadas tienen el mismo subtipo.

Según también otro modo de realización, la hemaglutinina del virus de la gripe en forma de proteína y/o de gen que 60
codifica para esta proteína contenida en la composición de la vacuna que se administra a las gallinas y la 
hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los huevos embrionados de las 
gallinas vacunadas son idénticos.

Según también otro modo de realización, el virus de la gripe contenido en la composición de la vacuna que se 65
administra a las gallinas es idéntico al virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los huevos 
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embrionados de las gallinas vacunadas.

En un modo de realización particularmente preferido, la hemaglutinina el virus de la gripe en forma de proteína y/o 
de gen que codifica esta proteína contenida en la composición de la vacuna que se administra a las gallinas y la 
hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los huevos embrionados de las 5
gallinas vacunadas tienen el subtipo H5, H6, H7 o H9.

En un modo de realización particularmente preferido, la hemaglutinina el virus de la gripe en forma de proteína y/o 
de gen que codifica para esta proteína, contenida en la composición de la vacuna que se administra a las gallinas, y 
la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los huevos embrionados de 10
las gallinas vacunadas, tienen el subtipo H5, o H7.

En un aspecto particular, el procedimiento según la invención comprende una etapa suplementaria de purificación 
del virus.

15
En otro aspecto particular, el procedimiento según la invención comprende una etapa suplementaria de purificación
del virus.

En otro aspecto particular, el procedimiento según la invención comprende una etapa suplementaria de inactivación 
del virus.20

Tiene también por objeto la utilización de un procedimiento según la invención para la fabricación de una vacuna 
destinada a la prevención de la gripe.

En un aspecto particular, la utilización del procedimiento según la invención sirve para la fabricación de una vacuna 25
destinada a la prevención de la gripe humana pandémica.

En otro aspecto particular, la utilización de un procedimiento según la invención sirve para la fabricación de una 
vacuna destinada a la prevención de la gripe humana epidémica.

30
En aún otro aspecto, la utilización de un procedimiento según la invención sirve para la fabricación de una vacuna 
destinada a la prevención de la gripe en los équidos, los suidos, los cánidos, los félidos, los mustélidos, y las 
especies aviares.

La invención tiene también por objeto la utilización de huevos de gallinas vacunadas contra la gripe para la 35
producción de un virus gripal.

Según un aspecto preferido, la utilización de los huevos de gallinas vacunadas contra la gripe sirve para la 
fabricación de una vacuna contra la gripe.

40
Finalmente, según un último aspecto, la utilización de los huevos de gallinas vacunadas contra la gripe sirve para la 
producción de un virus gripal o para la fabricación de una vacuna contra la gripe, según la cual los huevos contienen 
unos anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina del virus de la gripe y de manera particular los huevos contienen 
unos anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina del virus de la gripe que tiene el subtipo H5, H6, H7 o H9.

45
Descripción detallada de la invención

Por “virus de la gripe o virus gripal” se designan tanto el virus gripal que proviene de una cepa salvaje, como el virus 
gripal que proviene de una cepa reclasificada que resulta de la redistribución de los segmentos genómicos de una o 
más cepas salvajes con una cepa “maestra” seleccionada por su fuerte potencial de crecimiento en el huevo. La 50
cepa reclasificada adquiere unas características de la cepa “maestra” pero conserva menos las características de 
HA y de NA de la cepa salvaje, lo que significa que la identidad entre la secuencia proteica de HA y de NA de la 
cepa reclasificada y la secuencia proteica de HA u de NA de la cepa salvaje, determinada mediante un programa de 
alineación global, es de por lo menos el 95%, de manera preferida de por lo menos el 98%, de manera más preferida 
de por lo menos el 99%, y de manera aún más preferida del 100%. La cepa reclasificada se puede obtener por 55
coinfección de una célula sensible con la cepa salvaje y la cepa “maestra” seguida de los medios apropiados para 
seleccionar la cepa reclasificada deseada. Puede también obtenerse mediante genética inversa a partir de los 
ácidos nucleicos de la cepa salvaje y de la cepa “maestra” y expresión en los sistemas de expresión multi-
plasmídicos como se describe en los documentos WO 01/83794, WO 03/091401 y en Proc. Nat. Acad. Sci. USA 
96:9345-9350 (1999). En el caso de las cepas altamente patógenas, como las cepas H5 y H7, se podrá llevar a cabo 60
una modificación del sitio de escisión que comprende múltiples aminoácidos básicos a fin de hacer la cepa 
reclasificada débilmente patógena.

Por comodidad de lenguaje, se utiliza indistintamente el término de cepa vaccínea o de virus vaccínea para designar 
el virus de la gripe que sirve para la fabricación de la vacuna contra la gripe; de la misma manera, se utiliza el 65
término de cepa infectante o de virus infectante para designar el virus de la gripe que sirve para infectar el material 
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biológico (huevos, animales).

Por otro lado, se utiliza el término de huevos de gallinas vacunadas para designar unos huevos de gallinas 
fecundados que provienen de gallinas que se han vacunado previamente y puesto en contacto con gallos.

5
De manera general, la vacuna contra la gripe que sirve para la vacunación de las gallinas se puede fabricar a partir 
de cualquier cepa de virus de la gripe. La cepa vaccínea puede ser un virus de tipo A, pero también de tipo B o C. 
Cuando se trata de una cepa de virus de tipo A, el virus puede tener cualquier subtipo de HA y/o cualquier subtipo 
de NA. Puede tratarse, por ejemplo, de cepas virales que tienen el subtipo H1N1 o H3N2 actualmente responsables 
de la gripe humana de tipo A epidémica.10

El interés en vacunar unas gallinas con un virus gripal es importante a partir del momento en el que la vacunación 
confiere una protección contra la gripe aviar.

La gripe aviar puede pasar desapercibida o caracterizarse por un conjunto de manifestaciones, frecuentemente de 15
orden respiratorio y/o intestinal, de intensidad más o menos grande, alterando más o menos el estado general de las 
gallinas, que puede llegar a la muerte del animal cuando la cepa de virus es altamente patógena. La gripe aviar 
conlleva frecuentemente una disminución, incluso una desaparición, de la actividad de puesta de huevos. Las cepas 
de virus débilmente patógenas que pertenecen a los subtipos H6N2 o H9N2 o incluso H5 o H7 son frecuentemente 
responsables de las formas ligeras de gripe aviar, conllevando generalmente una bajada o una desaparición de la 20
producción de huevos, pero ninguna mortalidad importante. Por el contrario, las cepas de virus altamente patógenas 
que pertenecen a los subtipos H5 y H7 (en particular, H5N1, H5N2, H5N9, H7N1, H7N4 o H7N7) son muy virulentas 
y causan una mortalidad muy importante en la crianza de gallinas.

El HA es un antígeno esencial en el desarrollo de una inmunidad protectora contra la gripe. La vacuna utilizada en el 25
procedimiento según la invención comprende en su composición al menos el HA de uno de los virus de la gripe en 
forma de proteína y/o de gen que codifica para esta proteína.

Por “gen” se entiende una secuencia nucleotídica que corresponde a una fase abierta de lectura y que codifica par 
una proteína. El gen, bajo la dependencia de las secuencias reguladoras de la expresión (promotor, potenciador, 30
señal de poliadenilación, detención de la transcripción, etc.) se inserta en el ácido nucleico de un vector, en 
particular un plásmido o un virus, pudiendo estas secuencias reguladoras ser las que se asocian habitualmente a la 
fase abierta de lectura (secuencias endógenas) o provenir de un origen diferente (secuencias exógenas).

Puede tratarse de HA de una cepa de virus de la gripe humana, pero que no es patógena para las gallinas. De 35
manera preferida, contiene una HA de interés, es decir una HA que tiene el mismo subtipo que la HA de una cepa 
viral que es responsable de una gripe aviar y contra la cual se busca inmunizar y proteger las gallinas. De manera 
preferida, el grado de identidad entre la secuencia proteica de HA presente en la vacuna y el de la cepa contra la 
cual se desea proteger las gallinas es de por lo menos el 80%, preferiblemente de menos el 90%, y de manera aún 
más preferida de por lo menos el 95%, determinado mediante un programa de alineación global (tal como el 40
programa Blast).

Clásicamente, la vacuna que comprende HA está en forma de una composición que contiene un virus gripal entero 
inactivado, o un producto derivado del virus gripal entero inactivado.

45
Mediante “producto derivado del virus entero inactivado” se entiende una composición vaccínea inactivada (es decir 
no infecciosa) que se prepara a partir de una cepa de virus y que comprende al menos la HA de dicha cepa de virus. 
El producto derivado de una cepa de virus entero puede ser un virus fragmentado (o dividido) y en este caso se 
habla de vacuna “dividida”. Otro producto derivado de una cepa de virus entero es la HA de esta cepa tal cual o 
asociada a la NA que se obtuvo utilizando unos procedimientos de extracción y de purificación, y en este caso se 50
habla de vacuna “subunitaria”. La HA puede también ser integrada secundariamente en un virosoma. La 
composición vaccínea que contiene el virus gripal entero inactivado, o un producto derivado del virus entero 
inactivado puede contener asimismo uno o varios adyuvantes o formulaciones adyuvantes. Como ejemplo de 
formulaciones adyuvantes no limitativas, se citan las emulsiones agua en aceite o aceite en agua, como la emulsión 
MF59® (Vaccine Design - The Subunit and Adjuvant Approach Edited by M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 55
1995 página 183), las formulaciones a base de liposomas, unas formulaciones a base de MPL (Vaccine Design -
The Subunit and Adjuvant Approach Edited by M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995 pages 1186-187), de 
Avridina (Vaccine Design - The Subunit and Adjuvant Approach Edited by M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 
1995 página 148), de bromuro de dimetildioctadecilamonio (Vaccine Design - The Subunit and Adjuvant Approach 
Editado por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995 página 157), de Corynebacterium parvum, de saponina, 60
de lisolecitina, de derivados plurónicos (Hunter H. et al. 1991, vaccine, 9: 250-256) (Vaccine Design - The Subunit 
and Adjuvant Approach Edited by M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995 página 200 y páginas 297-311)), de 
sales de amonio o de combinaciones de estas (Vaccine Design - The Subunit and Adjuvant Approach Editado por M. 
Powell y M. Newman, Plénum Press, 1995 páginas 249-276). De manera preferida, las emulsiones agua en aceite 
están compuestas de aceite de parafina, de un tensioactivo hidrófilo tal como el polisorbato 80, polisorbato 85 y de 65
un tensioactivo lipófilo tal como el oleato de sorbitán, el trioleato de sorbitán. Unos ejemplos de emulsiones utilizadas 
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en la gallina son descritos en Stone et al. (1983, Avian Dis., 27: 688-697; 1993, Avian Dis., 37: 399-405; 1991, Avian 
Dis., 35: 8-16); en M. Brugh et al. (1983, Am. J; Vet. Res., 44: 72-75); en Woodward L. et al. (1985, Vaccine, 3: 137-
144); en (Vaccine Design - The Subunit and Adjuvant Approach Editado por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 
1995 página 219). La cepa vaccínea proviene generalmente de una cepa salvaje que se ha aislado en la gallina, la 
pava, el pato, la oca, u otra especie aviar, siendo esta cepa generalmente poco patógena para la gallina. Como 5
ejemplo de muestras (cepas salvajes) que sirven para la preparación de vacunas para proteger las gallinas contra la 
gripe aviar de subtipo H5 o H7, se citan las muestras A/turkey/Wisconsin/68 o A/chicken/Italy/22A/98, que son unas 
cepas virales que tienen el subtipo H5N9, las muestras A/turkey/England/N-28/73, A/chicken/Mexico/238/94/CPA, 
A/chicken/Mexico/232/94/CPA o A/duck/Potsdam/1402/86 que son unas cepas virales que tienen el subtipo H5N2, la 
muestra A/goose/Guandong/1/1996 que es una cepa viral HP que tiene el subtipo H5N1, las muestras 10
A/chicken/Italy/AG-473/1999, o A/chicken/Italy/1067/1999 que son unas cepas virales que tienen el subtipo H7N1, la 
muestra A/chicken/Pakistan/95 que es una cepa HP que tiene el subtipo H7N3, la muestra A/duck/Postdam/15/80 
que es una cepa viral que tiene el subtipo H7N7. Como ejemplo de cepas virales H9N2 utilizadas para proteger las 
aves domésticas contra la gripe aviar de subtipo H9 se citan las muestras A/chicken/Iran/AV12221/98 y 
A/chicken/UAE/415/99. Como ejemplo de cepa viral H6N2 utilizada para proteger las gallinas contra la gripe aviar de 15
subtipo H6, se cita la muestra A/turkey/Italy/90). Las cepas vaccíneas que sirven para la fabricación de vacunas 
pueden también ser unos reclasificantes de cepas salvajes obtenidas en particular por genética inversa. Se cita en 
particular la cepa vaccínea Re-1, que es una cepa reclasificada obtenida por recombinación inversa de la cepa 
salvaje H5N1 A/goose/Guandong/1/96 con la cepa “maestra” A/PR/8/34 que se reproduce muy bien en los huevos. 
(Tian et al., 2005, Virology, 341: 153-162). Otro ejemplo de cepa reclasificada obtenida por genética inversa es la 20
cepa H5N3 obtenida por reclasificación genética y que contiene la hemaglutinina H5 de la cepa H5N1 
A/chicken/Vietnam/C58/04, la neuraminidasa de la cepa H2N3 A/duck/Germany/1215/73, y los genes internos de la 
cepa “maestra” A/PR/8/34 (Webster et al., 2006, Virology, 351: 301-311).

Las vacunas contra la gripe aviar contienen habitualmente el virus de una sola cepa de virus gripal inactivada25
(vacunas monovalentes) pero en algunos casos, puede ser ventajoso utilizar unas vacunas multivalentes que 
contienen varias cepas de virus gripal inactivadas. Se trata en particular de una vacuna a base de cepas H7N1 y 
H5N9 que es una emulsión agua en aceite que contiene las cepas vaccíneas inactivadas A/chicken/Italy/22A/98 
(H5N9) y A/chicken/Italy/1067/1999 (H7N1). Las vacunas inactivadas pueden también contener unas valencias 
diferentes, por ejemplo, una vacuna bivalente contra la gripe aviar H9N2 y la enfermedad de Newcastle. Las 30
vacunas inactivadas son generalmente administradas por vía parenteral (intramuscular o subcutánea). Se pueden 
también administrar en forma de espray como en el caso de la vacuna Aerovac AI comercializada por Investigación 
Aplicada que contiene la cepa vaccínea inactivada A/chicken/Mexico/232/94/CPA (H5N2). El esquema de 
inmunización comprende habitualmente una o dos administraciones de 2 a 4 semanas de intervalo. La dosis 
vaccínea administrada varía en función de la edad de los animales, pero contiene habitualmente el equivalente de 35
10 a 200 µl de líquido alantoidiano que titula de 108 a 1010 EID50/ml antes de la desactivación. La dosis vaccínea está 
habitualmente administrada en un volumen que varía de entre 0,05 y 1 ml. La preparación de vacunas inactivadas 
contra la gripe aviar está descrita por Stone H. (1987, Avian Dis. 31: 483-490). En la medida en la que el subtipo de 
HA de la cepa vaccínea es el mismo que el de la HA de la cepa responsable de la gripe aviar patógena, y en base a 
un grado de identidad entre las secuencias proteicas de las dos HA del orden del 80 al 90% determinado mediante 40
un programa de alineación global, el índice de protección obtenido contra los síntomas clínicos de la gripe aviar 
(morbidez y mortalidad) es generalmente de más del 80% y preferiblemente más del 90%. Esto se confirma por los 
trabajos de Bublot M. et al., 2007, Avian Dis. 51: 332-337, que muestran que un grado de identidad del orden del 80 
al 90% entre la secuencia proteica de HA de la cepa vaccínea y la secuencia proteica de HA de la cepa infectante 
patógena basta para obtener este índice de protección. Además, no es necesario que el subtipo de la NA de la cepa 45
vaccínea sea el mismo que el de la NA de la cepa infectante patógena para obtener este índice de protección. Por 
otro lado, las vacunas contra la gripe aviar disminuyen fuertemente la excreción del virus en los animales vacunados 
y probados con un virus infeccioso puesto en evidencia por una disminución muy clara de la carga viral observada 
en extracciones orales y cloacales (Bublot M. et al., 2007, Avian Dis. 51: 332-337). Otro efecto beneficioso de las 
vacunas contra la gripe aviar es disminuir la difusión del virus en los criaderos de gallinas.50

Según otro modo de realización del procedimiento según la invención, la vacuna que sirve para la inmunización de 
las gallinas está en forma de una composición que contiene una cepa de virus gripal atenuada. La cepa vaccínea 
está generalmente en forma de un reclasificante que se ha seleccionado tras una reclasificación genética entre una 
cepa salvaje que expresa HA de interés y secundariamente la NA de interés, y una cepa “maestra” que se ha 55
adaptado al frío y/o que es sensible a la temperatura. El reclasificante es una cepa viral que expresa a su superficie 
la HA y accesoriamente la NA de interés, conservando al mismo tiempo las características fenotípicas de la cepa 
“maestra” que se refiere a su capacidad para replicarse únicamente en unos límites reducidos de temperatura, 
inferiores a la de la temperatura interna de las aves. Así, la cepa vaccínea, después de ser administrada a las 
gallinas, se replica de manera limitada y localmente. Los procedimientos de obtención de estas cepas reclasificantes 60
son bien conocidos por el experto en la materia y se describen en particular en los documentos WO 03/091401, WO 
2006/063053 y por Wareing M.D. et al., 2002, Vaccine 20: 2082-2090. La administración de la vacuna se realiza 
generalmente por nebulización. Otro medio de producir una cepa atenuada es truncar el gen que codifica para la 
proteína NS1 (Richt J.A. et al., Vaccination of pigs against swine influenza viruses by using an NS1-truncated 
modified live-virus vaccine, 2006, J. Virol., 80: 11009-18; Quinlivan M. et al., Attenuation of equine influenza viruses 65
through truncations of the NS1 protein, 2005, J Virol., 79: 8431-9).
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Las cepas vaccíneas pueden ser producidas mediante cualquier método, utilizando unas técnicas de cultivo sobre 
células tales como las células Vero, las células MDCK, las células PER.C6, o las células de embriones de pollos 
(CEK, PCJ)) y/o utilizando los procedimientos clásicos de producción sobre huevos embrionados. Los 
procedimientos de recogida, de purificación y según los casos de inactivación del virus son también bien conocidos 5
por el experto en la materia.

Según otro modo de realización del procedimiento según la invención, la vacuna está en forma de proteínas 
producidas en un sistema de expresión in vitro. Por ejemplo, la HA se puede producir en sistema de expresión que 
utiliza un baculovirus recombinado en células de insecto. (Crawford J. et al., Baculovirus-derived hemagglutinin 10
vaccines protect against lethal influenza infections by avian H5 and H7 subtypes, 1999, Vaccine, 17: 2265-74). La 
hemaglutinina se puede expresar también in vitro en forma de "virus-like particles" (VLPs) (Prel A. et al., Assessment 
of the protection afforded by triple baculovirus recombinant coexpressing H5, N3, M1 proteins against a homologous 
H5N3 low-pathogenicity avian influenza virus challenge in Muscovy ducks, 2007, Avian Dis., 51: 484-9; Pushko P. et 
al., Influenza virus-like particles comprised of the HA, NA, and M1 proteins of H9N2 influenza virus induce protective 15
immune responses in BALB/c mice, 2005, Vaccine, 23: 5751-9) o de pseudotipo a base de retrovirus (Szecsi J. et al., 
2006, Virol. J., 3: 70). Las proteínas producidas in vitro o las partículas virales producidas son más o menos 
purificadas y después añadidas con diferentes adyuvantes, tales como los utilizados con las vacunas inactivadas.

Según otro modo de realización del procedimiento según la invención, la vacuna contra la gripe comprende un 20
vector que comprende un fragmento de ácido nucleico que codifica para la HA del virus de la gripe.

El término de vector hace referencia a estructuras de ácidos nucleicos que pueden ser propagadas y/o transferidas a 
unos organismos, unas células o unos componentes celulares. Esto incluye en particular los plásmidos, los virus, los 
bacteriofagos, los provirus, los fagemidos, los cromosomas artificiales que son capaces de replicarse de manera 25
autónoma o que pueden integrarse en el cromosoma de una célula hospedante.

Por “vector que comprende el gen que codifica para la HA y/o NA del virus de la gripe”, se entiende un vector que 
comprende el ácido nucleico que codifica para la HA y/o NA de interés y que, después de la introducción en una 
célula aviar expresa HA y/o NA en esta célula. Puede tratarse de un plásmido que expresa la HA de interés, pero 30
generalmente se trata de un vector viral que contiene en su genoma el ácido nucleico que codifica para la HA de 
interés y que expresa la HA de interés en las células infectadas. La integración en el genoma del vector viral del 
ácido nucleico que codifica para la HA se lleva a cabo generalmente mediante unas técnicas de biología molecular, 
en particular la recombinación genética, la clonación, la genética inversa. La HA puede o no ser expresada en la 
superficie del vector viral. Preferiblemente, el vector viral se atenuó de manera clásica por múltiples pasos in vitro o 35
por deleción de algunos genes para que la replicación del virus vector en las células aviares sea suficientemente 
limitada y sin consecuencia sobre el estado general de las gallinas y considerado así como no patógeno. Como 
ejemplo de vectores virales, se citan los paramixovirus aviares (Ge J., et al., Newcastle disease virus-based live 
attenuated vaccine completely protects chickens and mice from lethal challenge of homologous and heterologous 
H5N1 avian influenza viruses, 2007, J Virol., 81: 150-8); el herpesvirus de la pava (HVT) o de la enfermedad de 40
Marek (Sondermeijer et al. 1993, Vaccine, 11, 349-358); el virus de la laringotraquea infecciosa (ILTV) (Veits J., et 
al., Deletion of the non-essential UL0 gene of infectious laryngotracheitis (ILT) virus leads to atténuation in chickens, 
and UL0 mutants expressing influenza virus haemagglutinin (H7) protect against ILT and fowl plague, 2003, J Gen. 
Virol., 84: 3343-52; Luschow D., et al., Protection of chickens from lethal avian influenza A virus infection by live-virus 
vaccination with infectious laryngotracheitis virus recombinants expressing the hemagglutinin (H5) gene, 2001, 45
Vaccine, 19: 4249-59); los adenovirus (Francois A., et al., Avian adenovirus CELO recombinants expressing VP2 of 
infectious bursal disease virus induce protection against bursal disease in chickens, 2004, Vaccine, 22: 2351-60; Gao 
W., et al., Protection of mice and poultry from lethal H5N1 avian influenza virus through adenovirus-based 
immunization, 2006, J Virol., 80: 1959-64; Toro H., et al., Protective avian influenza in ovo vaccination with non-
replicating human adenovirus vector, 2007, Vaccine, 25: 2886-91); los coronavirus (Cavanagh, 2007, Vet Res. 38: 50
281-97; Eriksson, 2006, Clin. Dev. Immunol. 13: 353-60) pero se utilizan preferentemente para vacunar las gallinas, 
los poxvirus, en particular el virus de la viruela de la vaca, NYVAC (virus de la viruela de la vaca deletada), el virus 
de la viruela de la vaca MVA, particularmente los avipox, el canaripox, ALVAC (canaripox atenuado), el pigeon pox, 
el quail pox, el turkey pox, el sparrow pox y muy particularmente el fowl pox, TROVAC (fowlpox atenuado) que están 
descritos en particular en el documento AU 701599B, AU 701781B y en US 5,756,103. Según los casos, los 55
vectores virales atenuados expresan sólo la HA de interés: se trata en particular de la vacuna que contiene un vector 
fowlpox TROVAC que expresa la HA de la cepa de virus gripal H5N8 (A/turkey/Ireland/1378/83). En otros casos, el 
vector atenuado expresa al mismo tiempo la HA de interés en asociación con una NA como el poxvirus 
recombinante descrito en 2003, Avian Pathology, 32: 25-32 que expresa al mismo tiempo la HA y la NA que 
provienen de una cepa de virus gripal H5N1. Una NA de interés es una NA que tiene habitualmente el mismo subtipo 60
que la NA de la cepa viral contra la cual se busca inmunizar y proteger las gallinas. En otro caso más, el vector 
atenuado expresa varias HA de interés que pertenecen a subtipos diferentes, como en el caso del poxvirus 
recombinante descrito MingXiao M. et al., 2006, Vaccine, 24: 4304-4311 que expresa al mismo tiempo los subtipos 
H5 y H7. El poder inmunógeno de estos vectores puede ser también reforzado introduciendo en ellos los genes que 
codifican unas citoquinas, chemokinas, que ejercen un poder inmunoestimulante como la IL-1, IFN, CSF, GM-CSF, 65
IL-2, IL-12, IL-18, TNF 5 (Vaccine, (2006), 24: 4304-4311). Las vacunas a base de vectores que codifican HA del 
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virus de la gripe pueden también ser añadidos para aumentar su inmunogenecidad.

Las composiciones vaccíneas que contienen unos vectores virales pueden ser administradas por diferentes vías que 
dependen en particular del vector: por ejemplo, transfixión de la membrana alar (vector poxvirus), por vía 
intramuscular, subcutáneo o transdermal con o sin aguja (cualquier vector), por vía in ovo (en el huevo embrionado 5
de 17 a 19 días; por ejemplo, vector HVT/Marek y adenovirus), por vía ocular, oro-nasal, por espray o en el agua de 
bebida (vector paramixovirus, coronavirus, adenovirus), en una o dos inyecciones separadas por un intervalo de por 
lo menos 15 días. La(las) dosis vaccínea(s) administrada(s) son del orden de 1 a 7 log10 unidad infecciosa al 50% 
con preferencia para una dosis de 2 a 4 log10 para los vectores fowlpox. La ventaja de una vacunación a base de un 
vector viral con respecto a una vacunación clásica que utiliza virus gripal completo inactivado o atenuado reside en 10
el hecho de que se puede distinguir a los animales vacunados de los animales infectados. Además, la vacunación 
con un vector viral favorece el desarrollo de una inmunidad celular que puede reforzar la protección de los animales. 
Como se ilustra en Avian Dis., (2007), 51: 325-331 y Avian Dis., (2007), 51: 498-500, el grado de protección obtenido 
en las gallinas y la disminución de la difusión del virus en los criaderos de aves de corral son del mismo orden que el
que se observa con una vacuna clásica que contiene el virus gripal desactivado.15

En los casos en los que la vacunación de las gallinas comprende varias inyecciones, la vacuna utilizada durante la 
primera administración puede ser diferente de la utilizada durante la segunda inyección o las siguientes. Se pueden 
utilizar dos vectores virales atenuados diferentes, como por ejemplo utilizar un vector ALVAC recombinante que 
expresa la HA de interés durante la primera inmunización y un vector TROVAC o NYVAC recombinante que expresa 20
la misma HA de interés durante inmunizaciones siguientes de manera que la respuesta anticuerpo dirigida contra el 
vector ALVAC no impide la infección de las células de gallinas por el vector recombinante TROVAC o NYVAC 
recombinante y por lo tanto la expresión de la HA en las células infectadas. Se puede utilizar también el método 
denominado de “prime boost” que consiste en utilizar durante la primera inyección un vector viral atenuado que 
expresa una HA y en utilizar durante la o las inyecciones de recuerdo, una vacuna que contiene por ejemplo una o 25
varias cepas vaccíneas inactivadas que pertenecen al mismo subtipo que la HA utilizada durante la primera 
vacunación, o bien proceder según un orden inverso. Se puede finalmente proceder a una vacunación ADN durante 
la primera inyección utilizando un plásmido que expresa la HA de interés, seguido de inyecciones de recuerdo 
utilizando una vacuna que contiene una cepa vaccínea inactivada y/o un vector viral atenuado que expresa una HA 
que pertenece al mismo subtipo que HA utilizada durante la primera vacuna o que es idéntico a la HA utilizada 30
durante la primera vacunación.

Sea cual sea el tipo de vacuna administrado o el esquema de vacunación adoptado, la protección de las gallinas 
contra la gripe aviar está asegurada bastante rápidamente, generalmente en un plazo de 7 a 18 días después de la 
administración de una dosis vaccínea. Sin embargo, para asegurar una protección de las gallinas contra la gripe 35
aviar durante todo el tiempo de su actividad ponedora de huevos, que dura aproximadamente un año, se 
recomienda una a dos vacunaciones de recuerdo, que se llevan a cabo en un plazo de 3 a 16 semanas después de 
la primera administración vaccínea. Varios esquemas de vacunación con vacunas inactivadas pueden ser utilizados 
en las gallinas ponedoras: por ejemplo, 2 inyecciones, la primera con 3 a 6 semanas de edad y la segunda con 16 a 
19 semanas de edad justo antes del comienzo de la puesta de huevos, o 3 inyecciones, la primera alrededor de 2 a 40
4 semanas, la segunda 3 a 4 semanas más tarde y la tercera a 16 a 19 semanas de edad, justo antes de comenzar 
con la puesta de huevos. Un recuerdo puede también ser administrado durante la puesta. En el esquema “prime-
boost” que utiliza 2 vacunas diferentes, los polluelos pueden ser vacunados con 1 día de edad con una vacuna a 
base de vector fowlpox; reciben después una (con 16 a 19 semanas de edad justo antes del comienzo de la puesta 
de huevos) o dos (con 3 a 6 semanas de edad y con 16 a 19 semanas de edad, justo antes del comienzo de la45
puesta de huevos) vacunaciones con una vacuna que contiene el virus gripal inactivado.

En la realización del procedimiento según la invención, se recogen preferentemente los huevos de las gallinas una 
vez que la protección de las gallinas contra la gripe aviar está asegurada, lo que se produce habitualmente en un 
plazo de 7 a 18 días después de la administración de la vacuna (Bublot M., et al. (2006, Annals of the New York 50
Academy of Sciences 1081: 193-201); Van der Goot et al. (2005, Proc. Natl. Acad. Sc., 102: 18141-6); Ellis et al.
(Avian Pathol. 2004, 33, 405-412).

A pesar de la presencia de anticuerpos antigripales en los huevos de las gallinas vacunadas, en particular de 
anticuerpos dirigidos contra la HA, y en particular de anticuerpos que inhiben la hemaglutinación (IHA) que bloquean 55
la penetración del virus de la gripe en las células sensibles, el procedimiento utilizado para producir el virus de la 
gripe a partir de huevos embrionados que provienen de gallinas vacunadas contra la gripe es clásico. Se utilizan 
unos huevos embrionados de 9 a 14 días, que provienen de gallinas vacunadas criadas, preferentemente, en un 
entorno controlado. El proceso de embriogénesis se controla de la siguiente manera: se utilizan unos huevos 
conservados a una temperatura comprendida entre 10 y 20ºC, preferentemente entre 16 y 18ºC, durante un tiempo 60
que no excede en general de una semana después de la puesta de huevos. Se inicia el proceso de embriogénesis 
incubando los huevos a una temperatura de 37,5ºC ± 1°C en un recinto húmedo que tiene una humedad relativa de 
70 ± 10% durante un tiempo comprendido entre 9 y 14 días. Los huevos embrionados se seleccionan por espejismo, 
y sus cavidades alantoicas son infectadas con una dosis de virus generalmente comprendida entre 2 y 7 log10

TCID50 en un bajo volumen (aproximadamente 0,1 a 0,2 ml). Se deja el virus multiplicarse durante un periodo que va 65
generalmente de 1 a 4 días en función de la virulencia de la cepa de virus y a una temperatura que puede variar 
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también en función del fenotipo de la cepa viral y de su grado de adaptación al frío o al calor. La temperatura de 
multiplicación del virus de la gripe se sitúa generalmente en un intervalo que va de 28 a 39ºC y de manera habitual 
en un intervalo de temperatura que va de 33 a 39ºC. Los líquidos alantoicos infecciosos son entonces recogidos y 
tratados en función de las utilizaciones que se desea realizar.

5
Este procedimiento puede servir para producir un virus de la gripe cuyo subtipo de la HA es diferente del subtipo de 
la HA contenida en la vacuna que sirvió para vacunar las gallinas. Se trata, por ejemplo, del caso en el que las 
gallinas son vacunadas con un virus inactivado H5N9 para proteger las gallinas contra la gripe aviar H5, mientras 
que los huevos de estas gallinas son infectados con un virus de la gripe H1N1 o H3N2, o incluso un virus de la gripe 
de tipo B para preparar una vacuna contra las formas epidérmicas de la gripe humana actual. Según una variante 10
del procedimiento según la invención, el subtipo de la HA del virus de la gripe producido utilizando los huevos 
embrionados de gallinas vacunadas tiene un subtipo diferente de la HA que sirvió para vacunar las gallinas pero 
contra la NA del virus de la gripe producido tiene el mismo subtipo que la NA del virus utilizado en la vacuna. Se 
trata, por ejemplo, del caso en el que las gallinas son vacunadas con una cepa de virus inactivada H5N1 o un 
poxvirus recombinante que expresa H5 y N1 para proteger las gallinas contra la gripe aviar, mientras que los huevos 15
embrionados de las gallinas vacunadas son infectados con una cepa de virus H1N1.

Según otra modalidad del procedimiento según la invención, la HA del virus de la gripe producido sobre huevos 
embrionados de gallinas vacunadas tiene el mismo subtipo que la HA contenida en la vacuna que sirvió para 
vacunar las gallinas. Se trata, por ejemplo, del caso en el que las gallinas están vacunadas con el virus inactivado 20
H5N1 o un poxvirus recombinante que expresa H5, mientras que los huevos de las gallinas vacunadas son 
infectados con un virus de la gripe H5N1 o H5N9. A pesar de la presencia de anticuerpos anti HA cross reactivos 
específicos “de subtipo” en el huevo (es el caso cuando HA contenida en la composición vaccínea tiene el mismo 
subtipo que la HA de la cepa de virus de la gripe que infecta los huevos embrionados de gallinas vacunadas), esto 
no tiene efecto negativo sobre la replicación del virus.25

Y de manera aún más sorprendente, esta replicación no está tampoco afectada en el caso en el que hay una 
identidad perfecta entre el virus de la gripe que es utilizado para infectar los huevos embrionados de gallinas 
vacunadas y el virus de la gripe utilizado para vacunar estas gallinas. Esto se traduce en este caso por la presencia, 
en los huevos, de un panel de anticuerpos anti HA aún más amplio ya que se encuentran al mismo tiempo unos 30
anticuerpos anti HA cross reactivos específicos de subtipo y unos anticuerpos anti HA muy específicos de la cepa 
(también denominados anticuerpos específicos de cepas (véase el ejemplo 3). Contrariamente la opinión 
ampliamente establecida, la presencia de anticuerpos anti-gripe en el huevo y en particular la presencia de 
anticuerpos anti HA no afecta por lo tanto a la replicación del virus de la gripe. Las cantidades de virus y/o de 
antígeno hemaglutinante recogidos en los líquidos alantoicos infectados que provienen de huevos de gallinas 35
vacunadas contra la gripe son del mismo orden que las recogidas en los líquidos alantoicos infectados que 
provienen de huevos de gallinas no vacunadas (véanse los ejemplos 1 y 2).

Se puede también sacar partido del procedimiento según la invención para fabricar una cepa de virus reclasificante. 
En este caso, se coinfectan en una primera etapa unos huevos embrionados de gallinas vacunadas con una cepa de 40
virus salvaje y una cepa de virus maestra que se replica bien en los huevos embrionados como, por ejemplo, la cepa 
A/PR/8/34. En una segunda etapa, se recogen los líquidos alantoicos infectados que contienen esencialmente una 
mezcla de reclasificantes y la cepa maestra mientras que la cepa salvaje que tiene peores capacidades para 
replicarse está generalmente en cantidad muy baja. Se procede entonces a la selección de la cepa reclasificante
que expresa al mismo tiempo las características fenotípicas de la cepa A/PR/8/34 (es decir su buena aptitud para 45
replicarse en los huevos embrionados) y la HA así como la NA de la cepa salvaje por unas etapas de clonación 
sucesivas, mezclando en cada etapa de clonación el líquido alantoico infeccioso recogido con unos anticuerpos anti 
HA y anti NA específicos de A/PR/8/34 según unos métodos bien conocidos por el experto en la materia. Se puede 
también fabricar una cepa reclasificante adaptada al frío y sensible al calor en la perspectiva de una vacuna de virus 
vivo atenuado. En este caso, se coinfectan en una primera etapa unos huevos embrionados de gallinas vacunadas 50
con una cepa de virus salvaje y una cepa master que tiene como característica fenotípica estar adaptada al frío y 
sensible al calor. En este caso, la temperatura de incubación de los huevos infectados se lleva a cabo a una 
temperatura más baja de lo normal (la temperatura es frecuentemente inferior a 35ºC, incluso inferior a 30ºC). En 
una segunda etapa, se recogen los líquidos alantoicos infectados que contienen esencialmente una mezcla de 
reclasificantes y la cepa maestra, ya que la cepa salvaje sensible al frío no está replicada. Se procede entonces a la 55
selección del reclasificante que expresa al mismo tiempo las características fenotípicas de la cepa maestra (en 
particular la adaptación al frío y/o su termosensibilidad) y la HA, así como la NA de la cepa salvaje por unas etapas 
de clonación, sucesivas mezclando en cada etapa de clonación el líquido alantoico infeccioso recogido con unos 
anticuerpos anti HA y anti NA específicos de la cepa maestra según unos métodos bien conocidos por el experto en 
la materia.60

El procedimiento según la invención se realiza en primera instancia para preparar unas vacunas destinadas a 
proteger los criaderos de gallinas y más generalmente los criaderos de aves domésticas (patos, pavas, ocas, etc.) 
contra la gripe aviar. Las cepas virales implicadas en las formas asintomáticas o ligeras de gripe aviar pueden ser de 
cualquier subtipo, y en particular los subtipos H9N2, H6N2, H7N2, H7N3 o H7N1. No conlleva mortalidad importante 65
en los criaderos pero pueden ser la causa de una baja transitoria de la producción de huevos. Las cepas virales 
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altamente patógenas implicadas en las formas graves de gripe aviar que conllevan una mortalidad importante en los 
criaderos pertenecen generalmente a los subtipos H5 y H7, y en particular, H5N1, H5N2, H5N8, H5N9, H7N1, H7N3, 
H7N4 o H7N7.

Generalmente, la hemaglutinina del virus de la gripe contenida en la composición vaccínea que sirve para vacunar 5
las gallinas contra la gripe aviar en la etapa a) del procedimiento según la invención y la hemaglutinina del virus que 
sirve para la infección de los huevos embrionados en la etapa c) del procedimiento tienen el mismo subtipo y se 
seleccionan en particular de entre los subtipos H5, H6, H7 y H9 ya que son los que se encuentran principalmente en 
las cepas de virus responsables de la gripe aviar.

10
En un aspecto particular, la hemaglutinina del virus de la gripe contenida en la composición vaccínea que sirve para 
vacunar las gallinas contra la gripe aviar en la etapa a) del procedimiento según la invención y la hemaglutinina del 
virus que sirve para la infección de los huevos embrionados en la etapa c) del procedimiento tienen el mismo subtipo 
y están seleccionadas entre los subtipos H5 y H7, ya que son los que se encuentran en las cepas de virus 
responsables de las formas graves de gripe aviar y de gripe humana. Las cepas de virus responsables de las formas 15
graves de gripe aviar y/o de gripe humana que se han caracterizado pertenecen a los subtipos H5N1, H5N2, H7N1, 
H7N3 o H7N7.

Así, de manera muy particular, la invención tiene por objeto:
20

Un procedimiento de producción del virus de la gripe según el cual:

a. se vacunan unas gallinas con un virus de la gripe completo inactivado, según el cual la hemaglutinina del virus 
tiene el subtipo H5 o H7,

25
b. se recogen los huevos de gallinas vacunadas,

c. se activa el proceso de embriogénesis,

d. se infectan los huevos embrionados introduciendo en la cavidad alantoica de los huevos embrionados un virus de 30
la gripe idéntico al que sirvió para la vacunación,

e. se incuban los huevos embrionados infectados en condiciones de temperatura y humedad que permiten la 
replicación del virus, y

35
f. se recoge el líquido alantoico que contiene el virus.

Cuando el esquema de vacunación de las gallinas prevé dos inyecciones, la primera inyección puede realizarse con 
una composición vaccínea que contiene, en lugar del virus de la gripe completo inactivado, un vector, generalmente 
un poxvirus, que comprende el gen que codifica para el subtipo H5 o H7, de la hemaglutinina del virus de la gripe.40

Cuando los líquidos alantoicos infectados están destinados a la producción de una vacuna contra la gripe, el 
procedimiento según la invención comprende generalmente una etapa suplementaria de purificación de la cepa de 
virus y está eventualmente seguida o precedida de una etapa de inactivación viral, utilizando unos métodos bien 
conocidos por el experto en la materia, como los descritos en el documento FR 2201079 o en el documento FR 45
1538322.

La purificación puede ser sencilla y limitarse a una etapa de concentración del virus por centrifugación después de 
haber clarificado generalmente los líquidos alantoicos infectados. La purificación puede ser completada por una 
etapa de centrifugación zonal realizada por ejemplo mediante gradientes de densidad de sacarosa (EP 0 7760362). 50
Se pueden utilizar asimismo unos procedimientos cromatográficos para purificar el virus. Se obtiene así una 
suspensión de virus completos purificados que entran en la composición de las vacunas completas inactivadas o de 
vacunas atenuadas.

La inactivación de la suspensión viral se lleva a cabo mediante medios clásicos, utilizando β-propiolactona (E. 55
Budowsky et al. 1991, Vaccine, 9: 319-325; 1991, Vaccine, 9: 398-402; 1993, Vaccine, 11: 343-348), etilenimina o 
derivados (D. King 1991, Avian Dis. 35: 505-514) o formol (EP 0 776 0362).

La composición vaccínea a base de virus completos e inactivados se puede formular con uno o más adyuvantes. A 
pesar de que clásicamente, estas vacunas puedan ser formuladas con sales de aluminio o en una emulsión agua en 60
aceite o aceite en agua (caso de las dos vacunas contra la gripe aviar), se utiliza habitualmente una emulsión agua 
en aceite compuesta de aceite de parafina, de un tensioactivo hidrófilo tal como el polisorbato 80, el polisorbato 83, 
el polisorbato 85 y de un tensioactivo lipófilo tal como el oleato de sorbitán, el sesquioleato de sorbitán, el trioleato de 
sorbitán. Se puede utilizar cualquier adyuvante susceptible de aumentar la respuesta humoral y/o celular contra la 
gripe. Como ejemplo de formulaciones adyuvantes no limitativas, se cita la emulsión MF59®, las formulaciones a 65
base de liposomas, unas formulaciones a base de MPL, de Corynebacterium parvum, de saponina, de lisolecitina, 

E08840554
03-07-2015ES 2 541 551 T3

 



11

de derivados plurónicos, o unas combinaciones de estas.

La suspensión de virus purificada puede sufrir asimismo unos tratamientos ulteriores. Se obtienen así unos 
productos derivados del virus de la gripe. Por ejemplo, se puede fragmentar la suspensión viral con la ayuda de 
agentes detergentes o de disolventes de los lípidos según métodos bien conocidos por el experto en la materia para 5
fabricar por ejemplo unas vacunas a base de virus fragmentados o divididos, unos virosomas, o unas vacunas 
subunitarias que contienen la hemaglutinina del virus de la gripe. Los virus fragmentados o divididos, los virosomas 
que contienen la hemaglutinina del virus de la gripe, las vacunas subunitarias que contienen la hemaglutinina del 
virus de la gripe que se obtienen a partir del virus purificado son considerados como unos productos derivados del 
virus de la gripe. Las vacunas que contienen estos productos derivados pueden ser formuladas de la misma manera 10
con uno o más adyuvantes.

Las vacunas obtenidas mediante el procedimiento según la invención se destinan a proteger al ser humano y al 
animal contra la gripe.

15
En el campo veterinario, la vacuna es principalmente utilizada en el campo de la prevención de la gripe aviar, pero 
se puede utilizar también para prevenir o reducir los síntomas de gripe y/o la excreción viral en los équidos, en 
particular el caballo, los cánidos, en particular el perro, los félidos, en particular el gato, los suidos, en particular el 
cerdo, los mustélidos, en particular el visón, el hurón, las especies aviares, en particular la gallina, el pato, la pava, la
codorniz, la pintada, la oca, el avestruz. Cuando la composición vaccínea contiene una cepa de virus completo20
inactivado o un producto derivado, es generalmente administrada por vía subcutánea o intramuscular, o 
eventualmente en forma de nebulizado en los criaderos de aves de corral. Cuando la vacuna está en forma de un 
virus vivo atenuado, es generalmente administrada por vía oro-nasal, espray, agua de bebida o gotas en el ojo. El 
esquema de vacunación prevé generalmente una inyección o una inyección seguida de un recuerdo. La dosis 
vaccínea administrada depende del tamaño y de la edad del animal. Contiene habitualmente entre 20 y 200 µl de 25
líquido alantoidiano que titra 108 a 1010 EID50/ml antes de la inactivación, inyectada en un volumen comprendido 
entre 0,05 y 1 ml.

En el hombre, la vacuna se utiliza en el campo de la prevención de la gripe epidémica y de la gripe pandémica. 
Mientras que la gripe epidémica afecta a una población humana ya sensibilizada por contacto (por infección) o por 30
vacunación con una o varias cepa(s) de virus de la gripe para la cual existe un parentesco antigénico con la HA de la 
cepa de virus responsable de la epidemia, y en la que existe una cierta inmunidad, incluso si es sólo parcialmente 
eficaz, la gripe pandémica afecta una población humana no sensibilizada con una nueva cepa de virus, ya que la HA 
de esta nueva cepa no tiene, o tiene muy poco, parentesco antigénico con las cepas de virus anteriores circulantes.

35
La vacuna contra la gripe epidémica se destina a proteger a la población humana contra formas de gripe de 
temporada ocasionadas por cepas de virus de la gripe circulantes de temporada que tiene un parentesco antigénico 
con cepas de virus anteriores que ya han circulado. Actualmente, las cepas de virus de la gripe responsables de la 
gripe epidémica que son unas cepas epidémicas de virus de la gripe son de tipo A y pertenecen a los subtipos H1N1 
o H3N2 o son de tipo B.40

La vacuna contra la gripe pandémica se destina a proteger a la población humana contra la infección por una cepa 
pandémica de virus de la gripe, que es una nueva cepa sin parentesco antigénico a nivel de la HA con unas cepas 
de virus anteriores circulantes.

45
La vacuna contra la gripe epidémica o pandémica puede estar en forma de vacuna viva atenuada o de vacuna 
inactivada, a pesar de que se prefiere una vacuna inactivada para la prevención de la gripe pandémica. La vacuna 
puede estar en forma de vacuna monovalente (vacuna preparada a partir de una sola cepa de virus de la gripe) o de 
vacuna multivalente (vacuna preparada a partir de varias cepas de virus de la gripe). La composición de la vacuna 
contra la gripe epidémica está actualmente en forma de vacuna trivalente preparada a partir de las cepas H3N2, 50
H1N1 y de una cepa de virus de tipo B. La vacuna inactivada está generalmente en forma de virus completo, de 
virus fragmentado (virus dividido), de virosomas, o en forma subunitaria que contiene la HA y contiene 
eventualmente uno o varios adyuvantes como los anteriormente citados. Mientras que la vacuna viva atenuada es
generalmente administrada por vía oral o nasal para favorecer el desarrollo de una inmunidad mucosal, la vacuna 
inactivada puede ser administrada por vía parenteral (vía intramuscular o subcutánea), por vía intradérmica o incluso 55
por vía mucosal (vía intranasal) o incluso combinando dos vías de administración diferentes, tal como se describe en 
el documento WO 01/22992. El esquema de vacunación prevé generalmente una inyección o una inyección seguida 
de un recuerdo. La dosis vaccínea administrada depende de la edad de la persona y de la presencia o no de un 
adyuvante. Clásicamente, la dosis vaccínea contiene el equivalente de 15 µg de HA de cada cepa vaccínea 
contenida en la vacuna. Esta dosis puede ser disminuida hasta aproximadamente 1 a 2 µg de HA cuando la vacuna 60
tiene adyuvantes, o aumentada a 30 µg de HA, incluso más, en la persona mayor o que padece déficit inmunitario.

Finalmente, la invención tiene por objeto:

La utilización de huevos de gallinas vacunadas contra la gripe para la producción de virus de la gripe o para la 65
fabricación de una vacuna contra la gripe. Contrariamente a la opinión ampliamente establecida, la presencia de 
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anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina del virus de la gripe en los huevos de las gallinas vacunadas no afecta 
a la cantidad de virus de la gripe que se produce después de infectar sus cavidades alantoicas.

Los ejemplos siguientes ilustran de manera no limitativa diferentes modos de realización de la invención.
5

La figura 1 representa la secuencia nucleotídica completa del plásmido donante pJY 1394.1.

La figura 2 representa la secuencia nucleotídica de la muestra en el plásmido donante pJY 1394.1 que comprende 
los brazos que flanquean el locus de inserción F8, así como el promotor de la viruela de la vaca H6 seguido del gen 
sintético modificado a nivel del sitio de escisión, que codifica para la HA de la cepa A/chicken/Indonesia/7/03.10

Los diferentes orígenes de estas secuencias son los siguientes:

* de 1 a 53: secuencia parcial del plásmido de clonación que comprende la secuencia de cebador M13F (subrayado)
15

* de 54 a 1483: secuencia del “brazo izquierdo” que flanquea el locus de inserción F8 en el genoma del vector 
TROVAC fowlpox

* de 1484 a 1568: secuencia de unión entre el brazo izquierdo y el promotor H6
20

* de 1569 a 1692: secuencia del promotor H6 del virus de la viruela de la vaca

* de 1693 a 3387: secuencia del gen sintético modificado HA de la cepa A/chicken/Indonesia/7/03; la secuencia en 
aminoácidos se indica encima de la secuencia nucleotídica utilizando el código 1 letra por aminoácido

25
* de 3388 a 3414: secuencia de unión entre el gen HA y el brazo derecho que comprende una secuencia TTTTTAT 
de detención de transcripción de los genes precoces de fowlpox

* de 3415 a 4790: secuencia del “brazo derecho” que flanquea el locus de inserción F8 en el genoma del vector 
TROVAC fowlpox30

* de 4791 a 4885: secuencia parcial del plásmido de clonación que comprende la secuencia del cebador M13R 
(subrayado)

Ejemplo 1: Procedimiento de producción de dos cepas vaccíneas A/New Caledonia/20/99 (H1N1) y A/New 35
York/55/04 (H3N2) que sirven para la preparación de vacunas contra la gripe epidémica humana a partir de huevos 
embrionados de gallinas que han sido vacunadas, bien por dos inyecciones de una vacuna inactivada que contiene 
una cepa de virus de la gripe aviar A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9), bien por una inyección de un avipoxvirus 
recombinante que codifica para la HA de una cepa H5N1 seguida de una segunda inyección de una vacuna 
inactivada que contiene una cepa de virus de la gripe aviar A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9).40

1.1) Protocolo de realización

1.1.1) Construcción del vector recombinante vFP2211
45

El vFP2211 es un virus fowlpox recombinante, en el genoma del cual se ha insertado un gen sintético que codifica 
para la hemaglutinina (HA) de la cepa H5N1 A/chicken/Indonesia/7/03. El gen HA se ha sintetizado a fin de obtener 
un cuadro abierto de lectura que codifica para una secuencia en aminoácido idéntica a la secuencia nativa de la 
cepa A/chicken/Indonesia/7/03 descrita en la base de datos de secuencias nucleotídicas GenBank bajo la referencia 
EF473080 (o de secuencias proteicas GenPept bajo la referencia ABO30346) con la excepción del sitio de escisión. 50
La secuencia de aminoácidos RERRRKKRG situados entre las posiciones 339 y 347 (que corresponden al sitio de 
escisión de una cepa altamente patógena) se sustituyó por la secuencia RE----TRG. Este sitio de escisión así 
modificado corresponde al sitio de escisión de las cepas débilmente patógenas de subtipo H5.

En una primera etapa, se ha construido un plásmido donante pJY1394.1 que comprende el gen sintético HA 55
modificado bajo el control del promotor de la viruela de la vaca H6 (Taylor J. et al., Vaccine, 1988, 6: 504-508; Guo 
P. et al., J. Virol., 1989, 63: 4189-4198; Perkus M. et al., J. Virol., 1989, 63: 3829-3836.) y rodeado por los brazos 
flanqueantes del locus de inserción F8 a fin de permitir la inserción del gen HA en el locus de inserción F8 del 
genoma del vector fowlpox. El locus de inserción F8 corresponde al gen del fowlpox que codifica para la fotoliasa 
descrita por Srinivasan y Tripathy (2005, Veterinary Microbiology 108:215-223); este gen está también descrito bajo 60
el nombre de FPV158 en la secuencia completa del genoma del fowlpox (GenBank, referencia AF198100). La 
inserción del gen HA y del promotor H6 en el locus F8 tiene como consecuencia la deleción del gen FPV158 del 
genoma del virus fowlpox recombinante. La secuencia nucleotídica completa del plásmido pJY1394.1 así como la 
serie de secuencias nucleotídicas que bordean el gen HA (que figuran también en la secuencia completa del 
plásmido) están descritas respectivamente en las figuras 1 y 2.65
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El virus recombinante vFP2211 se ha obtenido después por doble recombinación entre los brazos flanqueantes del 
plásmido pJY1394.1 y el genoma del fowlpox. Para eso, unas células primarias de embriones de pollos se han 
transfectado con el plásmido pJY1394.1 linealizado por NotI e infectadas (multiplicidad de infección de 10) con la 
cepa parental fowlpox (vector TROVAC). El vector TROVAC deriva de la cepa vaccínea de la vacuna Diftosec 
producida por Merial contra la viruela del pollo. Los virus recombinantes se han seleccionado por hibridación 5
específica sobre intervalo de lisis con una sonda que detecta el gen HA insertado. El vFP2211 así aislado se ha 
producido después en frascos rodantes sobre células de embrión de pollos.

1.1.2) Preparación de la vacuna inactivada H5N9
10

La vacuna inactivada H5N9 constituida de la cepa débilmente patógena H5N9 A/Chicken/Italy/22A/98 
(proporcionada por el laboratorio de Ilaria Capua (Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Laboratorio 
Virologia, Padova, Italia)), que se ha producido sobre huevos embrionados y inactivada con beta-propiolactona 
(BPL), y de una emulsión agua en aceite compuesta de aceite de parafina, de oleato de sorbitán y de polisorbato 80 
se ha preparado según un procedimiento equivalente al descrito por Stone H. (1987, Avian Dis. 31: 483-490). La 15
HLB (Balanza Lipófilo Hidrófilo) de la mezcla de tensioactivos de la emulsión tiene un valor de 5,3. Una dosis 
vaccínea equivale a 60 µl de líquido alantoidiano que titula 108.9 EID50/ml antes de la inactivación.

1.1.3) Vacunación de las gallinas ponedoras
20

Se han constituido dos grupos (G1 y G2) de polluelos de 1 día (D0) de tipo Leghorn, que tiene el estatuto de “libre de 
organismos patógenos específicos” (EOPS). Se aplicó al grupo G1 el esquema de vacunación siguiente: los 
polluelos de 1 día (D0) han recibido por vía subcutánea, en la base del cuello, con la ayuda de una jeringa de
insulina, 0,2 ml de una suspensión viral de vFP2211 que titula 3,0 log10 DICC50/0,2 ml. Con 8 semanas de edad (S8), 
se efectuó la clasificación por sexo de los pollos. Se ha conservado aproximadamente 25 gallinas y 16 gallos, que se 25
colocaron juntos. Con 17 semanas de edad (S17) han recibido una inyección de recuerdo de una dosis vaccínea con 
un volumen de 0,5 ml de la vacuna inactivada monovalente H5N9.

Se ha aplicado al grupo G2 el esquema de vacunación siguiente: los polluelos EOPS de 3 semanas han recibido por 
vía IM, en el quilla, con la ayuda de una jeringa de insulina, una dosis vaccínea con un volumen de 0,3 ml de la 30
vacuna inactivada H5N9 monovalente. Con 8 semanas de edad (S8) se efectuó la clasificación por sexo de los 
pollos. Se conservaron aproximadamente 25 gallinas y 16 gallos, que colocaron juntos. A 17 semanas de edad (S17) 
han recibido una inyección de recuerdo de una dosis vaccínea con un volumen de 0,5 ml de la vacuna inactivada
monovalente H5N9.

35
1.1.4) Protocolo de infección de los huevos que provienen de los pollos de los grupos G1, G2 y de gallinas no 
vacunadas con las cepas de virus A/New Caledonia/20/99 IVR-116 (H1N1) o A/New York/55/04 X-157 (H3N2).

Se evaluó la capacidad de replicación de las cepas vaccíneas reclasificantes A/New Caledonia/20/99 (xPR8) 
denominada A/New Caledonia/20/99 IVR-116 (H1N1) y A/New York/55/04 (xPR8) denominada A/New York/55/04 X-40
157 (H3N2) en los huevos de las gallinas del grupo G1 que fueron puestos con 40-41 (Ensayo 2) y 49-50 (Ensayo 3) 
semanas de edad y en los huevos de las gallinas G2 que fueron puestos con 26-27 (Ensayo 1), 40-41 (Ensayo 2) y 
49-50 (Ensayo 3) semanas de edad. En paralelo, se ha evaluado de la misma manera la capacidad de replicación de 
las cepas de virus A/New Caledonia/20/99 (xPR8) (H1N1) y A/New York/55/04 (xPR8) (H3N2) en los huevos de 
control procedentes de gallinas EOPS no vacunadas (grupo control).45

Todos los huevos puestos durante la semana se han conservado en un recinto a temperatura controlada (12 a 
15ºC). Los huevos de un mismo ensayo y que provienen del mismo grupo de animales se reunieron y después de 
activó el proceso de embriogénesis incubando los huevos durante 10 días a 37-38ºC en un recinto cuya humedad 
relativa era de aproximadamente 70-80%. Después de 10 días de incubación, mediante una persona que examina 50
los huevos, se verificó la vitalidad del embrión en cada huevo y se señaló con la ayuda de una cruz la cavidad 
alantoica. Los huevos embrionados de un mismo ensayo y que provienen del mismo grupo de animales se han 
reunido en grupos de 8 huevos. Los huevos embrionados de un mismo grupo se infectaron con la misma dosis 
infecciosa de virus de la gripe inyectado bajo un volumen de 200 µl a nivel de la cruz después de haber desinfectado 
y agujereado la cáscara del huevo. Se ensayaron las dosis infecciosas de 102, 103 y 104 EID50 (Egg Infectious Dose 55
50%) de virus A/New Caledonia/20/99 (xPR8) (H1N1) y A/New York/55/04 (xPR8) (H3N2). Las dosis infecciosas de 
103 y 104 EID50 por huevo se ensayaron en los huevos de los ensayos 1 y 2. Las dosis infecciosas de 102 y 103 EID50

por huevo se ensayaron en los huevos del ensayo 3. Los huevos embrionados infectados se incubaron después a 
34°C durante 48 horas en un recinto cuya humedad relativa era del 80%, y después colocados durante una noche a 
+4°C. Después, se extrajo el líquido alantoico infectado de cada huevo. Se evaluó el título infectante sobre cada 60
líquido alantoico extraído midiendo el título UHA (unidades hemaglutinantes). Para medir los títulos UHA de los 
líquidos alantoicos infectados por la cepa A/New York/55/04 (xPR8) (H3N2), Se utilizaron unos glóbulos rojos de 
pava. Para medir los títulos UHA de los líquidos alantoicos infectados por A/New Caledonia/20/99 (xPR8) (H1N1), se 
utilizaron unos glóbulos rojos de gallina. El título UHA se expresó por la inversa de la última dilución del líquido 
alantoico infectado, que mostraba una hemaglutinación visible en presencia de una suspensión de glóbulos rojos de 65
gallina o de pava al 0,5% en tampón fosfato.
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1.2) Resultados

Las medias de los títulos UHA obtenidos en los huevos que provienen de los diferentes grupos de gallinas 
vacunadas y no vacunadas en función de la dosis infecciosa de virus inyectada en los huevos y en función del 5
momento de la recogida de los huevos se reúnen en las tablas I y II.

Tabla I: Títulos hemaglutinantes obtenidos en los líquidos alantoicos en función de la dosis infectante de A/New 
Caledonia/20/99 (xPR8) (H1N1) utilizada, de la procedencia de los huevos (G1, G2, control no vacunado) y del 
momento en el que los huevos han sido puestos (ensayo 1, ensayo 2, ensayo 3).10

Dosis infectante (EID50/huevo) 100 1000 10000

Grupo ensayo 3 ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 ensayo 1 ensayo 2

Control no vacunado 640* 1050 1660 1280 861 1522

G1 (vFP2211/Vac. Inact. H5N9) 1140 NA 1974 830 NA 1974

G2 (Vac. Inact. H5N9/Vac. Inact. H5N9) 806 905 1660 1159 905 1974

*: Título hemaglutinante (UHA) expresado en la forma de media geométrica de los 8 títulos UHA/50 µl obtenidos 
sobre los líquidos alantoicos de los 8 huevos incluidos en cada condición.

NA: No aplicable

Tabla II: Títulos hemaglutinantes obtenidos en los líquidos alantoicos en función de la dosis infectante de A/New 
York/55/04 (xPR8) (H3N2) utilizada, de la procedencia de los huevos (G1, G2, control no vacunado) y del momento 
en el que los huevos han sido puestos (ensayo 1, ensayo 2, ensayo 3).15

Dosis infectante (EID50/huevo) 100 1000 10000

Grupo ensayo 3 ensayo 1 ensayo 3 ensayo 1

Control no vacunado 211* 861 349 830

G1 (vFP2211/Vac. Inact. H5N9) 88 NA 254 NA

G2 (Vac. Inact. H5N9/Vac. Inact. H5N9) 254 987 557 844

*:Título hemaglutinante (UHA) expresado en la forma de media geométrica de los 8 títulos UHA/50µl obtenidos 
sobre los líquidos alantoicos de los 8 huevos incluidos en cada condición.

NA: No aplicable

Los resultados obtenidos en las tablas I y II muestran que las medias de los títulos UHA de los líquidos alantoicos de 
los huevos que proceden de gallinas vacunadas (G1 y G2) son equivalentes a las medias de los títulos UHA de los 
líquidos alantoicos de los huevos que proceden de gallinas no vacunadas.20

Se realizó un análisis estadístico para estudiar los factores de vacunación y dosis. Los valores individuales de UHA 
se transformaron en log2 y después se analizaron con la ayuda de un modelo de varianza. La heterogeneidad de las 
varianzas se ensayó con la ayuda del ensayo de extensión reducida, efectuado sobre los residuos del modelo 
(programa SAS v8.2).25

El análisis estadístico realizado sobre los valores individuales de los títulos UHA ha mostrado que no había efecto de 
vacunación. No había tampoco ningún efecto relacionado con la dosis de virus que sirvió para la infección de los 
huevos. Los títulos UHA no fluctuaron de manera sensible durante el periodo de puesta estudiado (que va de 26 
semanas (ensayo 1) a 50 semanas (ensayo 3)).30

Ejemplo 2: Procedimiento de producción de dos cepas vaccíneas pandémicas A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) y 
A/Vietnam/1194/04 NIBRG14 (H5N1) a partir de huevos embrionados de gallinas vacunadas, bien por inyecciones 
de una vacuna inactivada que contiene una cepa de virus de la gripe aviar A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9), o bien por 
inyección de un avipoxvirus recombinante que codifica para la HA de una cepa H5N1 seguida de una segunda 35
inyección de una vacuna inactivada H5N9 que contiene una cepa de virus de la gripe aviar.

2.1.1) Vacunación de las gallinas

El protocolo de vacunación de las gallinas fue idéntico al que se utilizó en el ejemplo 1.40

2.1.2) Protocolo de infección de los huevos que proceden de gallinas de los grupos G1, G2 y de gallinas no 
vacunadas con las cepas de virus A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) y A/Vietnam/1194/04 NIBRG14 (H5N1).

El protocolo de infección fue el mismo que el utilizado en el ejemplo 1, salvo las modificaciones siguientes:45

E08840554
03-07-2015ES 2 541 551 T3

 



15

Se utilizó la cepa aviar débilmente patógena A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) que proviene del laboratorio Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Laboratorio Virologia, Padova, Italy y una cepa vaccínea reclasificante
pandémica atenuada A/Vietnam/1194/04 NIBRG14 (H5N1) para infectar los huevos. Esta última cepa fue 
proporcionada por el laboratorio National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) South Mimms, 
Potters Bar, Herts EN6 3QG, UK y se obtuvo por genética inversa, como se describe por Nicolson C. et al., 5
Génération of influenza vaccine viruses on Vero cells by reverse genetics: an H5N1 candidate vaccine strain 
produced under a quality system, 2005, Vaccine, 23:2943-2952.

Las dosis infecciosas de 102, 103, 104 y 105 EID50 (Egg Infectious Dose 50 %) se ensayaron para estas dos cepas. 
Las dosis infecciosas de 103, 104 y 105 EID50 por huevo se ensayaron en los huevos del ensayo 1. Las dosis 10
infecciosas de 10

4
et 10

5
EID50 por huevo se ensayaron en los huevos del ensayo 2. Las dosis infecciosas de 10

2
y 

103 EID50 por huevo se ensayaron en los huevos del ensayo 3.

Para medir los títulos UHA de los líquidos alantoicos infectados por A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) o
A/Vietnam/1194/04 NIBRG14 (H5N1), se utilizaron los glóbulos rojos de gallina.15

2.2) Resultados

Los títulos UHA obtenidos en los huevos que provienen de los diferentes grupos de gallinas vacunadas y no 
vacunadas en función de la dosis infecciosa de virus inyectada en los huevos y en función del momento de la 20
extracción de los huevos se reúnen en las tablas III y IV.

Tabla III: Títulos hemaglutinantes obtenidos en los líquidos alantoicos en función de la dosis infectante de 
A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) utilizada, de la procedencia de los huevos (G1, G2, control no vacunado) y del 
momento en el que los huevos han sido puestos (ensayo 1, ensayo 2, ensayo 3).25

Dosis infectante (EID50/huevo) 100 1000 10000 100000

Grupo ensayo 3 ensayo 1 ensayo 3 ensayo 1 ensayo 2 ensayo 1 ensayo 2

Control no vacunado 35* 53 32 53 64 54 53

G1 (vFP2211/Vac. Inact. 
H5N9)

64 NA 54 NA 59 NA 86

G2 (Vac. Inact. H5N9/Vac. 
Inact. H5N9)

102 64 57 59 70 102 59

*: Título hemaglutinante (UHA) expresado en la forma de media geométrica de los 8 títulos UHA/50 µl obtenidos 
sobre los líquidos alantoicos de los 8 huevos incluidos en cada condición.

NA: No aplicable

Tabla IV: Títulos hemaglutinantes obtenidos en los líquidos alantoicos en función de la dosis infectante de 
A/Vietnam/1194/04 (H5N1) RG14 utilizada, de la procedencia de los huevos (G1, G2, control no vacunado) y del 
momento en el que los huevos han sido puestos (ensayo 1, ensayo 2, ensayo 3).30

Dosis infectante (EID50/huevo) 1000 10000 100000

grupo ensayo 1 ensayo 1 ensayo 2 ensayo 1 ensayo 2

Control no vacunado 194* 232 197 172 181

G1 (vFP2211/Vac. Inact. H5N9) NA NA 197 NA 166

G2 (Vac. Inact. H5N9/Vac. Inact. H5N9) 152 279 215 181 235

*: Título hemaglutinante (UHA) expresado en la forma de media geométrica de los 8 títulos UHA/50 µl obtenidos 
sobre los líquidos alantoicos de los 8 huevos incluidos en cada condición.

NA: No aplicable

Los resultados presentados en las tablas III y IV, así como el análisis estadístico muestran que los títulos UHA de los 
líquidos alantoicos que proceden de los huevos de gallinas vacunadas (G1 y G2) son similares a los títulos UHA de 
los líquidos alantoicos de los huevos de gallinas no vacunadas, incluso en la situación en la que las gallinas se 35
vacunaron con una cepa idéntica a la que se utilizó para infectar los huevos embrionados que proceden de estas 
gallinas (caso de los grupos G1 y G2 inmunizados con la cepa A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9). No hay tampoco 
ningún efecto relacionado con la dosis de virus que sirve para la infección de los huevos. Los títulos UHA no han 
fluctuado de manera sensible durante el periodo de puesta estudiado (que va de 26 semanas (ensayo 1) a 50 
semanas (ensayo 3)).40

El análisis estadístico se realizó como en el ejemplo 1.

Ejemplo 3: Análisis de la respuesta en anticuerpos maternales anti-H5 en los huevos de gallinas vacunadas con la 
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cepa vaccínea A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9)

3.1) protocolo de realización

Se midió la presencia de anticuerpos anti-H5 en los huevos de las gallinas de los grupos G1 y G2 que han sido 5
vacunadas con la cepa A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) según el protocolo descrito en el párrafo 1.1.1). 
Paralelamente, se analizó también la respuesta anti H5 en las yemas de huevos de gallinas no vacunadas (grupo 
control).

Se analizó la respuesta anti H5 en las yemas de huevos (o líquidos “vitelinos”) que han sido extraídos en el 10
momento de los ensayos 1 (S26-27), 2 (S40-41) y 3 (S49-50). El análisis de la respuesta anti-H5 en las yemas de 
huevos del ensayo 1 se realizó antes de la embriogénesis (D0) y después de la embriogénesis (D10) (es decir 
después de la fase de incubación de 10 días a 37ºC). El análisis de las respuestas anti H5 en las yemas de huevos 
de los ensayos 2 y 3 se realizó únicamente después de la embriogénesis (D10). El mismo análisis se realizó 
asimismo con huevos que proceden de gallinas no vacunadas (véase el párrafo 3.2.2). Se estudió también la 15
respuesta anti H5 en los líquidos alantoicos de los huevos del ensayo 2 después de la embriogénesis (D10). Las 
yemas de huevos se extrajeron por aspiración mediante una pipeta de boquilla desechable. Con la excepción del 
ensayo 1, en el que las yemas se guardaron congeladas sin haber sido previamente diluidas, las yemas de huevos 
de los ensayos 2 y 3, y los líquidos alantoicos se diluyeron previamente al 1/5 en tampón fosfato antes de la 
congelación. Las yemas de huevos diluidas y los líquidos alantoicos se conservaron congelados hasta el momento 20
del ensayo de los anticuerpos anti H5, que se realizó utilizando el método de análisis por inhibición de 
hemaglutinación (IHA) de los glóbulos rojos de gallinas, que se produce en presencia de la cepa 
A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9). El ensayo se basó en la capacidad de los anticuerpos neutralizantes dirigidos 
específicamente contra la HA el virus para inhibir la actividad “hemaglutinante” del virus. En este ensayo, se utilizó 
un suero de carnero anti A/Vietnam/1194/04 proporcionado por el NISBC como control positivo y del suero de ratón 25
sin tratamiento previo como control negativo. Se realizaron unas diluciones sucesivas de razón 2 de las extracciones 
(yemas de huevos diluidas o líquidos alantoicos) en una microplaca de fondo cónico a fin de obtener 50 µl de cada 
una unas diluciones por pocillos. Se añadieron en cada pocillo 50 µl de una suspensión viral que titula 4 unidades 
hemaglutinantes (4HAU) y que provienen de un líquido alantoico clarificado que se infectó mediante la cepa 
A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) proporcionada por el laboratorio de Ilaria Capua (Istituto Zooprofilattico Sperimentale 30
delle Venezie, Laboratorio Virologia, Padova, Italy). Se dejó incubar durante 1 hora a la temperatura del laboratorio 
antes de añadir 50 µl de una solución de glóbulos rojos de gallina al 0,5% en tampón fosfato. Se dejó reposar 
durante 1 hora a +4ºC antes de efectuar la lectura del ensayo. La presencia de una inhibición de hemaglutinación se 
traducía por la presencia de un punto rojo en el fondo del micropocillo, mientras que la presencia de una 
hemaglutinación se traducía por la presencia de un halo rosado en el micropocillo. El título en anticuerpos IHA 35
estaba representado por la inversa de la última dilución, en la que no se observa ninguna hemaglutinación en el 
micropocillo.

3.2) Resultados
40

3.2.1) análisis de la respuesta anti-H5 en las yemas de huevos del ensayo 1

A D0, 8 de las 8 yemas de huevos analizadas del grupo no vacunado eran negativas en el ensayo IHA, mientras que 
6 de las 8 yemas de huevos que provienen del grupo 2 eran positivas en el ensayo IHA, lo que indicaba la presencia 
de anticuerpos anti-H5.45

A D0, 4 de las 4 yemas de huevos analizadas del grupo no vacunado eran negativas en el ensayo IHA, mientras que 
4 de las 4 yemas de huevos que provienen del grupo 2 era positivas en el ensayo IHA.

3.2.2) análisis de la respuesta anti-H5 en las yemas de huevos y los líquidos alantoicos del ensayo 2.50

A D10, 5 de las 5 yemas de huevos analizadas del grupo no vacunado eran negativas en el ensayo IHA, mientras 
que 4 de las 5 yemas de huevos que provienen del grupo 1, y 4 de las 5 yemas de huevos que provienen del grupo 
2 eran positivas en el ensayo IHA, lo que indicaba la existencia de anticuerpos anti-H5 en estos grupos. Los valores 
individuales de los títulos IHA obtenidos se reúnen en la tabla V.55

Tabla V: títulos IHA de las yemas de huevos extraídas después de la embriogénesis (D10)

Yemas de huevos D10*

160

Grupo 1 80

(vFR2211/Vac. Inact. H5N9) 320

80

<5
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Yemas de huevos D10*

80

Grupo 2 160

(Vac. Inact. H5N9/Vac. Inact. H5N9) 40

40

<5

<5

Grupo no vacunado <5

<5

<5

<5

*: los títulos a D10 provienen de yemas de huevos diferentes

Por el contrario, todos los líquidos alantoicos que provienen de los grupos 1 y 2 eran negativos en el ensayo IHA, lo 
que significa que no había anticuerpos que inhiban la hemaglutinación del virus de la gripe H5N9 detectables en los 
líquidos alantoicos.

5
3.2.3) análisis de la respuesta anti-H5 en las yemas de huevos del ensayo 3

A D10, 5 de las 5 yemas de huevos analizadas del grupo no vacunado eran negativas en el ensayo IHA, mientras 
que 5 de las 5 yemas de huevos que provienen del grupo 1 eran positivas en el ensayo IHA.

10
Los valores individuales de los títulos IHA se reúnen en la tabla VI.

Tabla VI: títulos IHA de las yemas de huevos extraídas después de la embriogénesis (D10) en función de la 
procedencia de los huevos

15

Yemas de huevos D10

80

Grupo 1 80

(vFP2211/Vac. Inact. H5N9) 160

5

320

<5

<5

Grupo no vacunado <5

<5

<5

En conclusión, en base a los resultados de los ejemplos 2 y 3, la presencia de anticuerpos maternales anti H5N9 
que se reveló en las yemas de huevos de los 3 ensayos no tiene incidencia en la productividad vírica de los líquidos 
alantoicos infectados por una cepa H5N1 o H5N9.

20
Ejemplo 4: Análisis de la respuesta serológica de las gallinas vacunadas con la cepa vaccínea 
A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) y de los anticuerpos maternales presentes anti-H5 en los huevos de estas gallinas 
vacunadas

Se efectuaron unas extracciones sanguíneas con 28 y 36 semanas de edad en las gallinas vacunadas de los grupos 25
1 y 2. Los huevos puestos por estas gallinas se recogieron a las 27 y 37 semanas para evaluar la importancia de la 
transferencia de los anticuerpos maternales en las yemas de huevos. La respuesta anticuerpo anti-H5 se evaluó 
mediante el ensayo de inhibición de la hemaglutinación, utilizando como antígeno la cepa H5N9
A/chicken/Italy/22A/98 homóloga a la cepa de la vacuna inactivada. Los resultados son expresados en log10 en la 
tabla VII.30

Tabla VII: Porcentaje de anticuerpos que inhiben la hemaglutinación (antígeno H5N9 A/chicken/Italy/22A/98) en el 
suero de las gallinas ponedoras vacunadas y en el vitelo de los huevos puestos por estas gallinas.

Suero Vitelo Suero Vitelo

Semana de edad 28 27 36 37

G1 2,10±0,61 (15)* 1,96±0,94 (21)** 1,92±0,91 (15) 1,63±0,89 (10)
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Suero Vitelo Suero Vitelo

G2 2,20±0,62 (15) 1,81±0,88 (13) 2,26±0,65 (15) 1,43±0,89 (14)

* media geométrica de los títulos en anticuerpos que inhiben la hemaglutinación expresada en log10 ± desviación 
típica (número de muestras ensayadas por grupo)
** la dilución más baja ensayada sobre los vitelos es de 1/10 (1 log10); para el cálculo de las medias y de la
desviación típica, los valores de los huevos negativos en la dilución 1/10 se pusieron a 0,7 log10.5

Tabla VIII: Porcentaje de anticuerpos que inhiben la hemaglutinación (antígeno H5N9 A/turkey/Wisconsin/68) en el
vitelo de los huevos puestos por las gallinas vacunadas de los grupos 1 y 2.

Vitelo 

Semana de edad 27

G1 1,67±0,79 (21)*

G2 1,39±0,80 (13)

10
* media geométrica de los títulos en anticuerpos que inhiben la hemaglutinación expresada en log10 ± desviación
típica (número de muestras ensayadas por grupo); la dilución más baja ensayada es de 1/10 (1 log10); para el cálculo 
de las medias y de la desviación típica, los valores de los huevos negativos en la dilución 1/10 se pusieron a 0,7 
log10.

15
Estos resultados confirman la transmisión de los anticuerpos maternales en la yema de huevos de los huevos 
puestos por las gallinas vacunadas de los grupos 1 y 2.

Los porcentajes de anticuerpos anti-H5N9 homólogos (tabla VII) en el vitelo son superiores a los títulos anti-H5N9 
heterólogos (tabla VIII) a pesar de que esta diferencia no sea estadísticamente significativa.20

Ejemplo 5: producción de la cepa H5N9 A/turkey/Wisconsin/68 sobre unos huevos puestos por las gallinas 
vacunadas por una vacuna inactivada H5N9 (cepa A/chicken/Italy/22A/98) del grupo 2

5.1. Protocolo de realización25

Los huevos (aproximadamente 220-230) de las gallinas del grupo 2 vacunadas 2 veces con 3 y 17 semanas de edad 
con la vacuna inactivada H5N9 (cepa A/chicken/Italy/22A/98) se extrajeron durante las semanas 28 y 29. Estos 
huevos, después del almacenamiento a temperatura controlada (entre 12 y 15ºC), se incubaron a 37ºC durante 11 
días. Después de la visualización para verificar la buena viabilidad de los embriones, los huevos se inocularon en la 30
cavidad alantoica con 0,2 ml de una dilución de una solución viral de reserva de la cepa H5N9 A/turkey/Wisconsin/68 
que titula 9,68 log10 EID50/ml (inóculo). Se formaron siete grupos de aproximadamente 30 huevos. Se inocularon 
cuatro grupos (G1 a G4) con las diluciones siguientes del inóculo: 10

-5
, 10

-4
, 10

-3
y 10

-2
. Se inocularon otros tres 

grupos (G5 a G7) con la dilución 10-3 del inóculo. Después de la inoculación, los huevos se incubaron a 37°C±1,5°C 
bajo 70 %±10 % de humedad. Después de 20h de incubación, los huevos se visualizaron para eliminar los huevos 35
muertos procedentes de la inoculación y se reincubaron en las mismas condiciones. Cuarenta y dos horas después 
de la inoculación, los huevos se pusieron en frío antes de extraer el líquido alantoico. Se reunieron los líquidos 
alantoicos de los huevos de los grupos 1 a 4 (una acumulación de líquido por grupo). Los líquidos alantoicos de los 4 
grupos de huevos se almacenaron a -70ºC antes del titulado en unidad hemaglutinante y en dosis infecciosa al 50% 
para el huevo (EID50).40

5.2. Resultados

Los resultados se reúnen en la tabla IX.
45

Tabla IX: Títulos hemaglutinantes e infecciosos obtenidos después de la producción de la cepa H5N9 
A/turkey/Wisconsin/68 sobre unos huevos que provienen de gallinas vacunadas con una vacuna inactivada que 
contiene la cepa H5N9 A/chicken/Italy/22A/98.

Grupo Dilución del inóculo Título en unidad hemaglutinante (log10) Título infeccioso EID50 (log10/ml)

1 10-5 2,25 9,50

2 10-4 2,40 9,33

3 10-3 2,25 9,67

4 10-2 2,40 9,88

50
Estos resultados muestran unos títulos muy similares entre los grupos, y por lo tanto no hay efecto alguno de la 
dilución del inóculo. Además, los títulos obtenidos son muy elevados y son comparables a los obtenidos sobre 
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huevos que no poseen anticuerpos maternales anti-H5N9 (datos históricos del laboratorio). Estos resultados 
confirman por lo tanto que, en las condiciones ensayadas, la presencia de anticuerpos maternales en los huevos no 
interfiere con la producción de un virus de la gripe de mismo subtipo.

LISTADO DE SECUENCIAS5

<110> Sanofi Pasteur
MERIAL Limited
<120> Procedimiento de producción del virus de la gripe
<130> PM 070610
<140> 0757884
<141> 26-09-2007
<160> 3
<170> PatentIn version 3.3
<210> 115
<211> 564
<212> PRT
<213> Virus aviar de la influenza
<220>
<221> Secuencia de la proteína HA del virus de la gripe aviar A/chicken/Indonesia/7/0320
<222> (1)..(564)
<223> Secuencia en aminoácido codificada por el gen sintético HA modificado a nivel del sitio de escisión
<400> 1 
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<210> 2
<211> 7618
<212> ADN
<213> Artificial5
<220>
<223> plásmido donante pJY1394.1
<400> 2 
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<211> 4885
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> secuencia nucleotídica del inserto del plásmido pJY1394.15
<220>
<221> secuencia parcial del plásmido de clonación que comprende la secuencia del cebador M13F
<222> (1)..(53)
<220>
<221> secuencia del “brazo izquierdo2 que flanquea el locus de inserción F8 en el genoma del vector TROVAC 10
fowlpox.
<222> (54)..(1483)
<220>
<221> secuencia de unión entre el brazo y el promotor H6
<222> (1484)..(1568)15
<220>
<221> secuencia del promotor H6 del virus de la viruela de la vaca
<222> (1569)..(1692)
<220>
<221> secuencia del gen sintético modificado HA de la cepa A/chicken/Indonesia/7/0320
<222> (1693)..(3387)
<220>
<221> secuencia de unión entre el gen HA y el brazo derecho
<222> (3388)..(3414)
<223> secuencia que comprende una secuencia TTTTTAT de detención de transcripción de los genes precoces del 25
fowlpox
<220>
<221> secuencia del "brazo derecho" que flanquea el locus de inserción F8 en el genoma del vector TROVAC 
fowlpox
<222> (3415)..(4790)30
<220>
<221> secuencia parcial del plásmido de clonación que comprende la secuencia del cebador M13R
<222> (4791)..(4885)
<400> 3 
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de producción del virus de la gripe según el cual:

a. se administra a unas gallinas una vacuna contra la gripe,5

b. se recogen los huevos de gallinas vacunadas,

c. se activa el proceso de embriogénesis,
10

d. se infectan los huevos embrionados inoculando un virus de la gripe en la cavidad alantoica,

e. se incuban los huevos embrionados infectados en condiciones de temperatura y de humedad que permiten la 
replicación del virus, y

15
f. se extrae el líquido alantoico que contiene el virus.

2. Un procedimiento según la reivindicación 1, según el cual la vacuna protege las gallinas contra la gripe aviar.

3. Un procedimiento según la reivindicación 1 o 2, según el cual la vacuna contra la gripe comprende en su 20
composición la hemaglutinina de un virus de la gripe en forma de proteína y/o de gen que codifica para esta 
proteína.

4. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 3, según el cual la composición de la vacuna contra la 
gripe contiene un virus de la gripe completo e inactivado.25

5. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 4, según el cual la composición de la vacuna contra la 
gripe contiene un producto derivado de un virus de la gripe completo.

6. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 5, según el cual la composición de la vacuna contiene 30
además un adyuvante.

7. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 3, según el cual la composición de la vacuna contra la 
gripe contiene un virus de la gripe atenuado.
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8. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 3, según el cual la vacuna contra la gripe comprende un 
vector que comprende un gen que codifica para la hemaglutinina de un virus de la gripe.

9. Un procedimiento según la reivindicación 8, según el cual este vector es un poxvirus.
40

10. Un procedimiento según la reivindicación 8 o 9, según el cual el vector comprende también un gen que codifica 
para la neuraminidasa de un virus de la gripe.

11. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 8 a 10, según el cual la composición de la vacuna contiene 
además un adyuvante.45

12. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 3 a 11, según el cual la hemaglutinina del virus de la gripe 
está en forma de proteína y/o de gen que codifica para esta proteína, contenida en la composición de la vacuna que 
se administra a las gallinas y la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de 
los huevos embrionados de las gallinas vacunadas tienen unos subtipos diferentes.50

13. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 3 a 11, según el cual la hemaglutinina del virus de la gripe 
está en forma de proteína y/o de gen que codifica para esta proteína, contenida en la composición de la vacuna que 
se administra a las gallinas y la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de 
los huevos embrionados de las gallinas vacunadas tienen el mismo subtipo.55

14. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 3 a 11, según el cual la hemaglutinina del virus de la gripe 
está en forma de proteína y/o de gen que codifica para esta proteína contenida en la composición de la vacuna que 
se administra a las gallinas y la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de 
los huevos embrionados de las gallinas vacunadas son idénticas.60

15. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 4, 6 o 7, según el cual el virus de la gripe contenido en la 
composición de la vacuna que se administra a las gallinas es idéntico al virus de la gripe que se utiliza para infectar 
la cavidad alantoica de los huevos embrionados de las gallinas vacunadas.

65
16. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 12 a 15, según el cual la hemaglutinina del virus de la gripe 
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en forma de proteína y/o de gen que codifica para esta proteína contenida en la composición de la vacuna que se 
administra a las gallinas y la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad alantoica de los 
huevos embrionados de las gallinas vacunadas tienen el subtipo H5, H6, H7 o H9.

17. Un procedimiento según la reivindicación 16, según el cual la hemaglutinina del virus de la gripe en forma de 5
proteína y/o de gen que codifica para esta proteína contenida en la composición de la vacuna que se utiliza para 
vacunar las gallinas contra la gripe y la hemaglutinina del virus de la gripe que se utiliza para infectar la cavidad 
alantoica de los huevos embrionados de gallinas vacunadas tienen el subtipo H5 o H7.

18. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 17, que comprende una etapa suplementaria de 10
purificación del virus.

19. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 18, que comprende una etapa suplementaria de 
inactivación del virus.

15
20. Utilización de un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 19, para la fabricación de una vacuna 
destinada a la prevención de la gripe.

21. Utilización de un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 19, para la fabricación de una vacuna 
destinada a la prevención de la gripe humana pandémica.20

22. Utilización de un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 19, para la fabricación de una vacuna 
destinada a la prevención de la gripe humana epidémica.

23. Utilización de un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 19, para la fabricación de una vacuna 25
destinada a la prevención de la gripe en los équidos, los suidos, los cánidos, los félidos, los mustélidos y las 
especies aviares.

24. Utilización de huevos de gallinas vacunadas contra la gripe para la producción de un virus de la gripe.
30

25. Utilización de huevos de gallinas vacunadas contra la gripe para la producción de una vacuna contra la gripe.

26. Utilización de huevos de gallinas vacunadas contra la gripe según la reivindicación 24 o 25, según la cual los 
huevos contienen unos anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina del virus de la gripe.

35
27. Utilización según la reivindicación 26, según la cual los anticuerpos están dirigidos contra la hemaglutinina del 
virus de la gripe que tiene el subtipo H5, H6, H7 o H9.
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