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DESCRIPCIÓN

Ensayo de agentes extraños

Campo de la invención

La presente invención pertenece al campo de la industria farmacéutica y se refiere a un método para ensayar 
agentes extraños en una composición que comprende al menos un agente activo y a un proceso para producir una 5
composición farmacéutica llevando a cabo dicho método. Además, la presente invención también se refiere al uso 
de una construcción de polinucleótido para ensayar la presencia o ausencia del agente activo o de cualquier agente 
extraño o infeccioso en una composición que se va a ensayar. Además, se refiere a polinucleótidos, construcciones 
de polinucléotido que comprenden polinucleótidos particulares y células huésped que comprenden estos 
polinucleótidos o construcciones de polinucleótido útiles para el campo de las preparaciones de antígenos de virus, 10
principalmente relacionadas con el virus de influenza. También se proporcionan organismos no humanos, animales 
transgénicos o microorganismos que contienen dichos polinucleótidos y/o construcciones de polinucleótido. Además, 
se refiere a un anticuerpo específico para un polipéptido codificado por dicho polinucleótido y a un método para 
producir dicho anticuerpo, así como al uso de un anticuerpo producido frente a un producto de expresión de una 
construcción de polinucleótido para la purificación de un agente activo. La presente invención también está dirigida a 15
un kit de partes.

Descripción de la técnica anterior

En el campo de la industria farmacéutica existe la demanda de producir composiciones que estén desprovistas de 
contaminantes tales como agentes extraños o adventicios, ya que éstos pueden resultar en efectos secundarios 
indeseados. Esta demanda es un reto particularmente en el campo de las vacunas. La ausencia de agentes 20
extraños o adventicios también puede ser un asunto normativo.

Para asegurar que las composiciones no contienen contaminaciones, las composiciones respectivas pueden 
ensayarse para comprobar si contienen o no dichos contaminantes.

En general, dichos ensayos pueden basarse por ejemplo en la detección de un posible agente extraño que está 
presente en una composición, opcionalmente con una amplificación anterior del agente extraño.25

A este respecto, WO 0172964 A2 describe un método de PCR cuantitativa para la detección y cuantificación 
simultánea de un agente adventicio viable en una muestra de materiales derivados biológicamente. Este método 
comprende medir la cantidad de un polinucleótido en una muestra usando la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) cuantitativa, incubar la muestra en condiciones que permitan la replicación del agente, medir la cantidad del 
polinucleótido en la muestra después de un periodo de incubación usando una PCR cuantitativa y comparar la 30
cantidad del polinucleótido presente en la muestra antes y después del periodo de incubación. Un incremento en la 
cantidad de polinucleótido indica la presencia de un agente viable en la muestra.

WO 2007/100397 A2 se refiere a la identificación o determinación de la presencia o ausencia de un virus 
contaminante adventicio en una muestra que comprende poner en contacto ácidos nucleicos de la muestra con al 
menos una pareja de cebadores, y determinar la masa molecular del producto de amplificación por espectrometría 35
de masa.

Otra posibilidad es neutralizar el agente activo que está presente en la composición que se va a ensayar antes del 
ensayo del agente adventicio. Después de la neutralización del agente activo, la composición neutralizada se añade 
a una línea celular específica o se ensaya en modelos animales. Si la línea celular presenta efectos patogénicos, la 
composición contiene agentes adventicios.40

En este contexto, US 2004/0005546 A1 proporciona un método para la detección de agentes adventicios en una 
composición que comprende un reovirus mediante el uso de una ribozima que escinde específicamente el genoma 
del reovirus, inactivando de esta manera el virus. Un plásmido que codifica esta ribozima se introduce en células que 
son susceptibles a infección por reovirus. Las células transfectadas, mediante la expresión de la ribozima, son 
capaces de inactivar el reovirus y así no serán infectadas por el virus. Las células que expresan ribozima se 45
someten entonces a una composición que contiene reovirus, y cualesquiera efectos patogénicos causados por la 
preparación de reovirus indicarán la presencia de un agente adventicio. WO 03072811 A2 se refiere esencialmente 
al mismo principio.

La neutralización del agente activo en la composición también puede conseguirse por el uso de un anticuerpo 
específico para el agente activo, como se describe, por ejemplo, en la Farmacopea Europea, capítulo 2.6.16. Por 50
ejemplo, si el agente activo es un antígeno de virus vacuna, este antígeno de virus vacuna puede neutralizarse por 
antisuero que contiene anticuerpos que se unen específicamente al antígeno. Para preparar antisuero, se usa un 
antígeno inmunizante producido en cultivo celular u otro sistema (por ejemplo, huevos de gallinas embrionados) de 
una especie diferente a la usada para la producción de la vacuna y que carece de agentes extraños.
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EP 0 236 145 A se refiere a procesos para la producción de glicoproteínas de HCMV, anticuerpos de éstas y 
vacunas de HCMV, y vectores recombinantes de éstos.

EP 1 997 831 A1 se refiere a antígenos de vacuna quiméricos frente al virus de la influenza aviar (AI). Los antígenos 
quiméricos descritos en EP 1 997 831 A1 comprenden las subunidades del virus del virus de la influenza aviar, 
acopladas a moléculas co-estimuladoras que aumentan tanto el sistema inmune humoral como celular.5

WO 2008/124331 A1 define nuevas secuencias diseñadas para proteger a un huésped frente a una cepa virulenta 
de virus de influenza A H5N1 y describe secuencias con optimización de codones que codifican las proteínas virales 
antigénicas hemaglutinina y neuraminidasa.

Sin embargo, a pesar de los métodos descritos anteriormente para llevar a cabo el ensayo de agentes extraños, 
todavía existe una necesidad de un método de ensayo mejorado, en particular de un método de ensayo no 10
específico para la posible identificación de contaminantes infecciosos no especificados y de herramientas útiles para 
realizar ensayos adecuados, y consecuentemente de un sistema de producción mejorado para composiciones 
farmacéuticas, en particular en el campo de las vacunas.

Resumen de la invención

La presente invención proporciona un contenido como se define en las reivindicaciones adjuntas.15

La etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extraños en la composición puede comprender:

a) usar un animal no humano que se ha inoculado, preferiblemente inmunizado, con una construcción de 
polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del agente activo, e inocular dicho 
animal con la composición que se va a ensayar,

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el caso de 20
que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infección durante dicho 
periodo de tiempo se considera que la composición no contiene agentes extraños, y en el caso en el que menos del 
80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre evidencia de infección durante dicho 
periodo de tiempo se considera que la composición contiene agentes extraños.

Además, la etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extraños en la composición puede comprender:25

a) inocular un animal no humano con la composición que se va a ensayar, que contiene agente activo neutralizado o 
inactivado,

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el caso de 
que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infección durante dicho 
periodo de tiempo se considera que la composición no contiene agentes extraños, y en el caso en el que menos del 30
80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre evidencia de infección durante dicho 
periodo de tiempo se considera que la composición contiene agentes extraños.

La etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extraños en la composición que se va a ensayar puede 
llevarse a cabo por ejemplo de dos maneras: Una posibilidad en neutralizar el agente activo que está presente en la 
composición que se va a ensayar antes de inocular un organismo de ensayo de un animal no humano, con la 35
composición. Esta neutralización se lleva a cabo in vitro, es decir, no en el organismo de ensayo en sí mismo. El 
organismo de ensayo se inocula con la composición que se va a ensayar después de que la composición se ha 
neutralizado. La otra posibilidad es que la etapa de neutralización se lleve a cabo in situ, por ejemplo, en el 
organismo de ensayo en sí mismo. Esto se consigue por una inmunización activa del organismo de ensayo con la 
construcción de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del agente activo. 40
Haciendo esto, el organismo de ensayo produce anticuerpos que están dirigidos frente al menos una parte del 
agente activo. Tan pronto como el organismo de ensayo se inocula con la composición que se va a ensayar (y que 
contiene agente activo todavía no neutralizado), estos anticuerpos, a su vez, son capaces de neutralizar el agente 
activo. Por lo tanto, la determinación de la presencia o ausencia de agentes extraños en la composición que se va a 
ensayar puede llevarse a cabo en el mismo organismo de ensayo sin ninguna necesidad de una etapa de 45
neutralización in vitro del agente activo. Esto reduce significativamente el tiempo necesario para llevar a cabo el 
método de ensayo, el número de organismos de ensayo necesarios e incrementa adicionalmente la robustez y 
seguridad del ensayo.

Los animales no humanos pueden seleccionarse del grupo que consiste en ratones adultos, ratones lactantes, y 
cobayas, y en el que el porcentaje de animales vivos y la aparición de una evidencia de infección se evalúa después 50
de un periodo de al menos 7 a 10 días, opcionalmente después de un periodo de 21 días después de la inoculación 
con la composición que se va a ensayar en el caso en el que el animal inoculado sea un ratón adulto, después de un 
periodo de 14 días después de la inoculación con la composición que se va a ensayar en el caso en el que el animal 
inoculado sea un ratón lactante, y después de un periodo de al menos 42 días después de la inoculación con la 
composición que se va a ensayar en el caso en el que el animal inoculado sea una cobaya.55
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La inoculación de la composición que se va a ensayar puede llevarse a cabo intracerebralmente y/o 
intraperitonealmente.

La etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extraños en la composición puede llevarse a cabo según 
requerimientos reguladores, preferiblemente según los requerimientos de la Farmacopea Europea, 2005, capítulo 
2.6.16.5

La composición que se va a ensayar puede ser una muestra de un cultivo celular a partir del cual se produce el 
agente activo, o un producto derivado de dicho cultivo celular.

Además, alteARNtivamente es posible que la composición que se va a ensayar sea un virus de siembra, o una 
composición que contiene un virus de siembra, respectivamente. Un virus de siembra en el significado de la 
presente invención es un virus que se pretende usar para la producción de un antígeno o una vacuna. Por ejemplo, 10
un virus de siembra puede estar alterado genéticamente para convertirlo en seguro y capaz de crecer en cultivo 
celular o en huevos.

La composición puede ser una composición farmacéutica, preferiblemente una preparación de vacuna o un producto 
intermedio de ésta.

El agente activo puede ser un antígeno, preferiblemente un virus inactivado o atenuado, más preferiblemente un 15
antígeno viral tal como un antígeno de virus fragmentados, un antígeno de subunidad de virus, o un virosoma, o el 
agente activo comprende al menos un componente de un virus o una partícula de virus, preferiblemente el agente 
activo es una partícula de virus influenza.

El agente activo puede ser un antígeno codificado por una secuencia de polinucléotido.

El anticuerpo y el agente activo pueden no derivar del uso de la misma construcción de polinucleótido.20

Las construcciones de polinucleótido pueden diferenciarse en al menos un elemento estructural y/o funcional, 
preferiblemente se diferencian respecto al polipéptido que codifican.

El anticuerpo puede usarse para ensayar virus como agentes extraños, por ejemplo virus seleccionados del grupo 
que consiste en Pneumovirinae, tal como el género Pneumovirus, incluyendo el virus sincitial respiratorio (RSV); 
Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, tal como virus del sarampión; Enterovirus de la familia PicoARNviridae, 25
tal como virus Coxsackie, por ejemplo coxsackie B5, virus echo, grupo de enterovirus A-D, y rinovirus; Reoviridae de 
mamíferos, en particular ortoreovirus (por ejemplo, reovirus de mamíferos tales como reovirus 1, 2, y 3) y rotavirus; 
miembros de Retroviridae, por ejemplo Orthoretrovirinae, tales como los retrovirus, Metapneumovirus de la familia 
Paramyxoviridae, tales como metapneumovirus humano (HMPV), o virus parainfluenza tipo 1, 2, 3, y 4; Rubulavirus
de la familia Paramyxoviridae, tales como virus de las paperas; Togaviridae, tales como Rubellavirus; Coronaviridae, 30
tales como el coronavirus SARS y otros coronavirus humanos tales como coronavirus OC43, 229E, NL63, y HKU1; 
Rinovirus de la familia PicoARNviridae, tales como cepas M de Rinovirus; virus de la Varicela Zóster (VZV), también 
conocido como virus del herpes humano 2 (HHV3); Polyomaviridae, tales como el poliomavirus SV-40, el 
poliomavirus BK y el poliomavirus JC; Circovirus porcinos; PicoARNvirus porcinos, tales como virus de la 
enfermedad vesicular porcina (SVDV) y virus Teschen-Talfan; miembros de Parvoviridae, tales como parvovirus 35
canino (CPV), bocavirus o parvovirus porcinos; Virus de parainfluenza (PIV); miembros de Orthomyxoviridae, 
incluyendo virus influenza tipo A y B; miembros de Paramyxoviridae paramyxovirinae, incluyendo PIV-1, PIV-2 y PIV-
3; Herpesviridae, tales como virus del herpes simple 1 y 2, virus del herpes simple humano tipo 6, 7 u 8, 
citomegalovirus y virus de Epstein Barr; Adenoviridae, tales como los adenovirus, incluyendo adenovirus humano, de 
simio y aviar, tales como adenovirus aviar 1; circovirus aviares; Reoviridae aviar, en particular ortoreovirus, tales 40
como reovirus aviares; miembros de Papillomaviridae, incluyendo virus del papiloma humano; miembros de 
Flaviviridae, tales como el virus del Nilo Occidental; y BiARNviridae, tales como virus de la enfermedad bursal 
infecciosa (también conocido como virus gumboro), y/o en el que el anticuerpo se usa para ensayar bacterias como 
agentes extraños, por ejemplo, bacterias Chlamydia, incluyendo C. trachomatis, C. pneumoniae y C. psittaci; y 
Mycoplasma.45

La construcción de polinucleótido puede comprender una secuencia codificadora de HA (hemaglutinina) y/o NA 
(neuraminidasa).

En una realización preferida, la construcción de polinucleótido comprende cualquiera de estas secuencias 
codificadoras de HA y/o NA, bien sola o en combinación una con la otra. También es posible que la construcción de 
polinucleótido contenga sólo partes de estas secuencias. Preferiblemente, la construcción de polinucleótido contiene 50
la secuencia completa o una parte de la secuencia que codifica H1, H2, H3, H5, H6, H7, N1, N2, N3 o N7, bien sola 
o en combinación, preferiblemente H5 sola. En una realización preferida adicional, la construcción de polinucleótido 
comprende secuencias o parte de las secuencias que codifican H1N1, H2N2, H3N2, H6N1, H7N3 o H7N7, 
preferiblemente las secuencias o parte de las secuencias que codifican H5N1.
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La construcción de polinucleótido puede comprender la secuencia que codifica al menos una parte del agente activo 
con optimización de codones, en particular con optimización de codones para el sujeto usado para inmunización con 
la construcción de polinucleótido.

El agente activo puede comprender un antígeno de influenza y la construcción de polinucleótido puede comprender 
una secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, y más preferiblemente al menos 98% de 5
identidad de secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2.

El agente activo puede comprender un antígeno de influenza y la construcción de polinucleótido comprende una 
secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 ó 2.

Descripción detallada de la invención

La presente invención se describe ahora con más detalle por realizaciones y ejemplos preferidos, que se presentan 10
para propósitos ilustrativos.

La presente invención proporciona un método eficiente, rápido y fiable para la detección de contaminaciones en 
composiciones mediante el uso de anticuerpos que se unen específicamente a los agentes activos que están 
presentes en la composición, con la condición de que dicho anticuerpo se haya producido frente a un producto de 
expresión de una construcción de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del 15
agente activo. Se encontró que los anticuerpos, que se han preparado usando construcciones de polinucleótido 
recombinantes para la inmunización, son particularmente ventajosos y útiles para la neutralización o inactivación de 
agentes activos antes del ensayo de agentes extraños o adventicios. Dichos anticuerpos son especialmente 
adecuados en el ensayo de agentes extraños en composiciones que contienen sustancias proteináceas como 
agentes activos. Como las construcciones de polinucleótido que se van a usar para preparar los anticuerpos se 20
preparan sintéticamente y comprenden un polinucleótido que codifica al menos una parte de una secuencia de 
aminoácidos presente en el agente activo dado, las construcciones de polinucleótido codifican secuencias 
homólogas a la diana que se va a neutralizar o inactivar, pero no están contaminadas con los agentes extraños o 
adventicios cuando se añaden los anticuerpos a la composición durante el ensayo. Al contrario, otros ensayos 
inmunológicos de agentes extraños usando anticuerpos que se generarían por inmunización de los animales con un 25
agente activo dado en sí mismo podrían dar lugar a la formación de anticuerpos que son 0 para agentes extraños 
que están presentes en la composición, elevando de esta manera el riesgo de resultados falsos negativos. Esta 
producción no deseada de dichos anticuerpos en los animales podría inducirse por ejemplo por contaminantes que 
resultan de un sistema de cultivo celular en el que se ha producido el agente activo. Sin embargo, como 
consecuencia, a diferencia del uso de inmunización con construcciones de polinucleótido para la producción de 30
anticuerpos según la presente invención, los anticuerpos que son entonces específicos para los agentes extraños 
neutralizarían a los agentes extraños durante el ensayo, dando lugar de esta manera a errores en el análisis. El 
método según la presente invención permite evitar o al menos reducir el riesgo de la formación de anticuerpos 
específicos para las contaminaciones. Así, por ejemplo, pueden evitarse los resultados falsos negativos del ensayo 
de los agentes extraños. Además, se disminuye el riesgo de que se produzca reactividad cruzada. Además las 35
construcciones de polinucleótido pueden ensayarse directamente en sistemas de ensayo apropiados para mostrar la 
ausencia de agentes extraños contaminantes, por ejemplo, las construcciones pueden ensayarse directamente por 
PCR para una amplia gama de contaminantes potenciales o aplicando los métodos como se describe en la 
Farmacopea Europea, capítulo 2.6.16.

En particular, se ha encontrado que mediante la inmunización directa de un sujeto con una construcción de 40
polinucleótido que codifica, por ejemplo, un antígeno viral tal como un antígeno viral de influenza, es posible generar 
rápidamente anticuerpos que se unen específicamente a este antígeno viral de influenza, con vista a que el ensayo 
posterior no responde principalmente al virus influenza en sí mismo. Por lo tanto, usando el método según la 
presente invención, ya no es necesario generar los anticuerpos específicos, por ejemplo, inmunizando a un animal 
con el virus de tipo salvaje o con una partícula de virus en sí misma obtenida durante el proceso de la preparación 45
de vacunas, lo que reduce significativamente el tiempo necesario para la generación de anticuerpos que se van a 
usar para la etapa de ensayo posterior. Además, ya no es necesario depender de la identificación y cultivo de una 
cepa con reactividad cruzada, ya que las construcciones de polinucleótido pueden prepararse tan pronto como se ha 
identificado una cepa de virus de influenza (potencial) pandémica o estacional. Esto es particularmente útil en el
caso de un brote pandémico o estacional de influenza, ya que existe una necesidad de un lanzamiento rápido de 50
vacunas pandémicas o estacionales al mercado. Mediante la aplicación del método según la invención, pueden 
generarse rápidamente anticuerpos específicos dirigidos frente a estos antígenos de influenza y usarse para 
propósitos de ensayo y tratamiento adicional opcional durante el proceso de las preparaciones de vacuna de 
influenza. Por lo tanto, la presente invención reduce los tiempos de preparación para el lanzamiento de vacunas. 
Como los anticuerpos generados también pueden usarse para ensayos de calidad a los que se someten las vacunas 55
o sus productos intermedios, tales como ensayos de agentes extraños, la presente invención también da lugar a una 
calidad mejorada de las vacunas. Además, mediante la aplicación de la enseñanza de la presente invención, podría 
ser posible usar adicionalmente un lote de producción costoso después de que se hayan detectado los agentes 
extraños sometiendo este lote a un tratamiento especial para inactivar o eliminar el agente adventicio detectado.
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En definitiva, mediante la aplicación del método según la invención, puede conseguirse una calidad y seguridad 
mejoradas de las composiciones ensayadas y un gasto del ensayo del agente adventicio. Como consecuencia, 
pueden reducirse los tiempos de preparación para el lanzamiento de las composiciones ensayadas.

En el significado de la presente invención, el término “agente extraño” o “agente adventicio” se refiere a 
contaminaciones que podrían estar presentes en la composición que se va a ensayar. Un agente adventicio o 5
extraño es un agente que no se pretende que esté incluido en una composición y puede influir adversamente en las 
propiedades de un producto que contiene las composiciones. Por ejemplo, si la composición constituye una 
preparación farmacéutica o debe usarse como tal, un agente adventicio puede ser, por ejemplo, un agente 
infeccioso (patógeno), concretamente un agente capaz de infectar a un ser humano o animal. Dicho agente 
infeccioso puede ser un microorganismo, por ejemplo, bacterias, hongos, algas, un virus o partes de éstos. Los virus 10
también son capaces de crecer frecuentemente en sistemas tales como cultivos celulares que se usan para la 
producción de biológicos. Además, la composición también puede estar contaminada con ADN de la célula huésped.

Las líneas celulares usadas típicamente en la producción de biológicos, en particular para producir partículas virales, 
son líneas celulares de mamíferos incluyendo MDCK, CHO, BHK, Vero, MRC-5, PER.C6, WI-38 y semejantes. Los 
ejemplos de virus y bacterias infecciosos que podrían infectar no deliberadamente dichas células, y representar así 15
agentes extraños o adventicios potenciales que se van a ensayar según la invención, incluyen, por ejemplo, virus 
seleccionados del grupo que consiste en Pneumovirinae, tal como el género Pneumovirus, incluyendo el virus 
sincitial respiratorio (RSV); Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, tal como virus del sarampión; Enterovirus de 
la familia PicoARNviridae, tal como virus Coxsackie, por ejemplo coxsackie B5, virus echo, grupo de enterovirus A-D, 
y rinovirus; Reoviridae de mamíferos, en particular ortoreovirus (por ejemplo, reovirus de mamíferos tales como 20
reovirus 1, 2, y 3) y rotavirus; miembros de Retroviridae, por ejemplo Orthoretrovirinae, tales como los retrovirus, 
Metapneumovirus de la familia Paramyxoviridae, tales como metapneumovirus humano (HMPV), o virus 
parainfluenza tipo 1, 2, 3, y 4; Rubulavirus de la familia Paramyxoviridae, tales como virus de las paperas; 
Togaviridae, tales como Rubellavirus; Coronaviridae, tales como el coronavirus SARS y otros coronavirus humanos 
tales como coronavirus OC43, 229E, NL63, y HKU1; Rinovirus de la familia PicoARNviridae, tales como cepas M de 25
Rinovirus; virus de la Varicela Zóster (VZV), también conocido como virus del herpes humano 2 (HHV3); 
Polyomaviridae, tales como el poliomavirus SV-40, el poliomavirus BK y el poliomavirus JC; Circovirus porcinos; 
PicoARNvirus porcinos, tales como virus de la enfermedad vesicular porcina (SVDV) y virus Teschen-Talfan; 
miembros de Parvoviridae, tales como parvovirus canino (CPV), bocavirus o parvovirus porcinos; Virus de 
parainfluenza (PIV); miembros de Orthomyxoviridae, incluyendo virus influenza tipo A y B; miembros de 30
Paramyxoviridae paramyxovirinae, incluyendo PIV-I, PIV-2 y PIV-3; Herpesviridae, tales como virus del herpes 
simple 1 y 2, virus del herpes simple humano tipo 6, 7 u 8, citomegalovirus y virus de Epstein Barr; Adenoviridae, 
tales como los adenovirus, incluyendo adenovirus humano, de simio y aviar, tales como adenovirus aviar 1; 
circovirus aviares; Reoviridae aviar, en particular ortoreovirus, tales como reovirus aviares; miembros de 
Papillomaviridae, incluyendo virus del papiloma humano; miembros de Flaviviridae, tales como el virus del Nilo 35
Occidental; y BiARNviridae, tales como virus de la enfermedad bursal infecciosa (también conocido como virus 
gumboro), y bacterias, tales como bacterias Chlamydia, incluyendo C. trachomatis, C. pneumoniae y C. psittaci; y 
Mycoplasma.

Mediante la aplicación del método según la invención, la presencia de agentes extraños o adventicios, 
respectivamente, en una composición puede ensayarse de una manera eficiente, diligente, y fiable. Dicha 40
composición que se va a ensayar puede ser cualquier composición que debe cumplir determinados requerimientos 
de calidad o cualesquiera muestras aguas arriba de éstas. Dichas composiciones pueden usarse en kits de ensayo, 
por ejemplo, para detectar enfermedades o agentes infecciosos en cualesquiera líquidos o muestras corporales de 
seres humanos o animales. El método según la invención también es adecuado para ensayar composiciones usadas 
para cualquier uso de laboratorio tal como propósitos analíticos o preparativos. Las composiciones adicionales que 45
se van a ensayar con el significado de la presente invención pueden ser, por ejemplo, muestras de un cultivo celular, 
a partir del cual se produce el agente activo, o productos de aislamiento o purificación o cualquier producto 
intermedio de éstos. Las muestras pueden tomarse en cualquier etapa el proceso. La composición también puede 
ser un producto derivado de este cultivo celular. De nuevo, este producto puede ser un producto que deriva del 
cultivo celular en cualquier etapa, lo que significa que el producto puede ser bien un precursor del producto final o el 50
producto final en sí mismo, o cualquier producto intermedio. Además, es posible alteARNtivamente que la 
composición que se va a ensayar sea un virus de siembra, o una composición que contiene un virus de siembra, 
respectivamente. Un virus de siembra en el significado de la presente invención es un virus que se pretende usar 
para la producción de un antígeno o una vacuna.

Otras composiciones son composiciones farmacéuticas. Preferiblemente, la composición es una composición 55
farmacéutica. Una composición farmacéutica puede usarse en, o sobre, el cuerpo para prevenir, diagnosticar, aliviar, 
tratar o curar una enfermedad en seres humanos o animales. Preferiblemente, dicha composición farmacéutica es 
una preparación de vacuna o un producto intermedio de ésta. En el caso de que la composición farmacéutica sea 
una preparación de vacuna, también es posible ensayar determinadas muestras de los lotes de vacuna. Otras 
composiciones que se van a ensayar son, por ejemplo, cualquier muestra de una etapa de proceso que 60
eventualmente da lugar a un producto farmacéutico o de vacuna, por ejemplo, una muestra de cultivos celulares a 
partir de los cuales deriva el agente activo, o cualquier producto intermedio.
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Como las contaminaciones con un agente adventicio pueden ocurrir, o pueden ensayarse adecuadamente, en 
cualquier momento durante el proceso de fabricación, el método según la invención puede realizarse en cualquier 
etapa durante la fabricación de dicha composición.

La composición que se va a ensayar comprende al menos un agente activo. Un agente activo en el significado de la 
presente invención indica cualquier material químico o biológico o compuesto que es el principio activo en la 5
composición. En el caso de una composición farmacéutica, el agente activo puede ser un compuesto fármaco, tal 
como un fármaco biofarmacéutico, y especialmente un polipéptido expresado. Preferiblemente, el agente activo es 
un antígeno, preferiblemente el antígeno es un virus inactivado o atenuado, y más preferiblemente el antígeno es un 
antígeno viral. Los ejemplos de estos antígenos virales son por ejemplo partículas de virus tales como partículas de 
virus parcialmente fragmentados tales como antígenos de virus fragmentados, antígenos de cubierta purificados 10
tales como antígenos de subunidades de virus o virosomas. Un virosoma es una vesícula de fosfolípidos en bicapa 
unilamelar con un diámetro medio adecuado, por ejemplo en el intervalo de aproximadamente 70 nm a 
aproximadamente 150 nm. Esencialmente, los virosomas representan cubiertas de virus vacías reconstituidas, 
desprovistas de la nucleocápside incluyendo el material genético del virus fuente. Los virosomas no son capaces de 
replicarse pero son vesículas activas de fusión pura que contienen glicoproteínas de cubierta viral funcionales tales 15
como hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) del virus influenza intercaladas en la membrana de fosfolípidos en 
bicapa. También se prefiere que el agente activo comprenda al menos un componente de un virus o una partícula de 
virus, preferiblemente el agente activo es una partícula de virus influenza.

Como el método según la presente invención es especialmente útil en el campo de la producción de vacunas 
pandémicas, según una realización preferida, el agente activo es un antígeno o componente de vacuna derivado de 20
una partícula de virus influenza, que puede estar presente en vacunas de influenza. Estas vacunas de influenza 
pueden estar basadas en cualquier cepa de influenza adecuada. Las vacunas de influenza incluyen típicamente 
antígenos de al menos una cepa de virus influenza A, B y C, preferiblemente de al menos una cepa de influenza A o 
B. Las cepas recomendadas para vacunas pueden cambiar de estación a estación. También puede ser posible que 
la vacuna se base en más de una cepa de influenza adecuada. Por ejemplo, la vacuna de influenza puede incluir 25
dos cepas de influenza A y una cepa de influenza B. También puede ser posible además que la vacuna pueda ser 
no sólo una mono vacuna sino también una vacuna bi, tri o multivalente, preferiblemente la vacuna es una vacuna 
trivalente. Las vacunas de influenza que contienen el agente activo, preferiblemente el antígeno o el componente de 
vacuna derivado de una partícula de virus influenza, pueden fabricarse por cualquier técnica que es conocida para 
un experto en la técnica. Por ejemplo, las vacunas pueden fabricarse usando construcciones de polinucleótido que 30
codifican el agente activo o parte del agente activo, o infectando huevos o células con preparaciones de virus vivos. 
Preferiblemente, las vacunas se fabrican infectando huevos o células con preparaciones de virus vivos. En el caso 
en el que la fabricación de vacunas esté basada en células, se usan las células que son capaces de albergar virus 
en crecimiento, por ejemplo, células de mamíferos tales como MDCK (células de riñón canino Madin-Darby), CHO 
(células de ovario de hámster chino), BHK (células de riñón de cría de hámster), Vero (células derivadas de células 35
epiteliales de riñón del mono verde africano), MRC-5 (fibroblastos de pulmón humano secundarios), PER.C6 (células 
derivadas de células retinales embrionarias humanas), WI-38 (células derivadas de tejido de pulmón fetal humano) y 
semejantes. Habitualmente, el virus o la preparación de virus vivos, respectivamente, se inyecta en las células en las 
que se multiplica. Las paredes exteriores de las células se retiran, recogen, purifican, e inactivan. En una fabricación 
basada en huevos, habitualmente el virus o preparación de virus vivos, respectivamente, se inyecta en el huevo y se 40
acumula en el fluido que rodea el embrión. El embrión se infecta de manera que el virus pueda multiplicarse. 
Después de un determinado periodo de tiempo, el virus se recoge, purifica, e inactiva químicamente. Este virus o 
pares del virus se usan para producir la vacuna.

El término “polinucleótido" tal y como se usa en la presente memoria debe entenderse que significa una molécula de 
ácido nucleico bicatenaria o monocatenaria, por ejemplo, una molécula de ADN, ADNc, ADN genómico, ARN y/o 45
ARNm o semejantes. La molécula de ácido nucleico puede estar presente bien como la cadena codificadora o como 
la cadena complementaria. El polinucleótido puede ser de una fuente natural o producirse por tecnología génica o 
procesos químicos y métodos de síntesis o puede haber derivado de éstos. Preferiblemente, la secuencia de 
polinucleótido codifica un antígeno como el agente activo.

El anticuerpo generado en la etapa a), que se ha producido frente a un producto de expresión de una construcción 50
de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica la menos una parte del agente activo, se pone en 
contacto posteriormente con una composición que comprende al menos un agente activo, en el que el anticuerpo se 
une específicamente al agente activo, por ejemplo, formando un complejo antígeno-anticuerpo.

En lo que sigue, los anticuerpos usados en el método de la presente invención se describen con detalle. Derivan de 
una construcción de polinucleótido o vector. El término “construcción de polinucleótido” o “vector”, respectivamente, 55
indica una molécula que se usa para introducir polinucleótidos exógenos (o insertos, respectivamente) en células 
huésped u organismos huésped. La construcción de polinucleótido comprende un polinucleótido como se ha descrito 
anteriormente, preferiblemente la construcción de polinucleótido o vector es una secuencia de ADN o ARN, y más 
preferiblemente una secuencia de ADN. La construcción de polinucleótido contiene una secuencia de polinucleótido, 
o un inserto, respectivamente, que codifica uno o más (poli)péptidos o proteínas. Este polinucleótido, o inserto, 60
respectivamente, puede ser una molécula de ácido nucleico bicatenaria o monocatenaria, por ejemplo, una molécula 
de ADN, ADNc, ADN genómico, ARN y/o ARNm o semejantes. La molécula de ácido nucleico puede estar presente 
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bien como la cadena codificadora o como la cadena complementaria. El polinucleótido puede ser de una fuente 
natural o producirse por tecnología génica o procesos químicos y métodos de síntesis o puede haberse derivado de 
éstos. Preferiblemente, la secuencia de polinucleótido codifica (poli)péptidos o proteínas que representan al menos 
una parte del agente activo.

En el significado de la presente invención, la expresión "anticuerpo que se ha producido frente a un producto de 5
expresión de una construcción de polinucleótido" indica que el anticuerpo se obtiene por inmunización de 
organismos adecuados con la construcción de polinucleótido o produciendo anticuerpos en células o sistemas 
celulares. Los anticuerpos generados obtenidos de esta inmunización específica, opcionalmente aislados, se unen 
(opcionalmente específicamente) a (poli)péptidos, que están codificados por una secuencia que está comprendida 
por la construcción de polinucleótido, en el que los (poli)péptidos representan al menos una parte de los agentes 10
activos.

Preferiblemente, la construcción de polinucleótido o vector, respectivamente, usados en el método según la presente 
invención comprende a) una región promotora, b) un polinucleótido o inserto, respectivamente, como se describe en
la presente memoria, que está unido de manera operativa a la región promotora, y c) opcionalmente, secuencias 
reguladoras unidas de manera operativa a éstos, que pueden actuar como señales de transcripción, terminación y/o 15
poliadenilación, secuencias potenciadoras y/o secuencias que codifican señales líder y/o secuencias que aseguran 
una unión a ribosoma eficiente, por ejemplo, una secuencia consenso Kozak. Las secuencias promotoras y/o 
reguladoras adecuadas son muy conocidas para un experto en la técnica de la biología molecular. En cualquier 
caso, el experto en la técnica puede encontrar secuencias promotoras y/o reguladoras adecuadas en la bibliografía, 
por ejemplo, en revistas científicas relevantes y bases de datos génicas, o pueden aislarlas de cualquier organismo 20
deseado usando métodos estándar tales como se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 3ª edición, Cold Spring Harbor Press, (2000).

Las secuencias de polinucleótido o insertos, respectivamente, que son adecuadas para las construcciones de 
polinucleótido usadas en el método según la invención pueden determinarse por un experto en la técnica tomando 
como base la secuencia que codifica el polipéptido que forma al menos una parte del agente activo. En el caso de 25
antígenos virales como agentes activos, las secuencias de nucleótidos que codifican estos antígenos virales se 
conocen habitualmente, por ejemplo, en el caso de virus o vacunas se preparan por una estrategia de "genética 
inversa" (véase, por ejemplo, Neumann et al., "Reverse Genetics of Influenza Virus", Minireview, Virology 287, 243-
250, 2001, las referencia citadas en ella así como técnicas de genética inversa posteriores). La secuencia de 
polinucleótido completa o partes de ésta que codifican un polipéptido adecuado pueden elegirse por un experto en la 30
técnica e introducirse en la construcción de polinucleótido. Un polipéptido adecuado es un polipéptido que es capaz 
de incitar una respuesta de anticuerpo efectiva en el sujeto inmunizado. Los polipéptidos adecuados pueden 
encontrarse, por ejemplo, en bases de datos que son conocidas para los expertos en la técnica, tales como la base 
de datos PubMed (por ejemplo, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/145284465?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_35
ResultsPanel.Sequence_RVDocSum y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Preferiblemente, el polipéptido 
comprende uno o más determinantes antigénicos (epítopos). También es posible que la construcción de 
polinucleótido contenga un polipéptido que no sólo codifica un agente activo o una parte de un agente activo, sino
que también codifica uno o más agentes activos adicionales o partes de otros agentes activos. También es posible 
que se usen diferentes construcciones de polinucleótido que contienen diferentes polinucleótidos o insertos, 40
respectivamente. Sin embargo, esto podría depender de la presencia y del número de diferentes agentes activos 
que están presentes en la composición. Así, si hay diferentes tipos de agentes activos presentes, se preparan 
diferentes tipos de construcciones de polinucleótido, comprendiendo cada tipo una secuencia que codifica un 
polipéptido que representa al menos una parte de un tipo de agente activo.

Preferiblemente, la construcción de polinucleótido o vector usado en el método de la presente invención es un vector 45
de expresión. Un vector de expresión es un vector que es capaz de controlar la expresión (es decir, la transcripción y 
la traducción) de los genes que contiene. Incluso más preferiblemente, el vector es un vector de expresión 
plasmídico de mamíferos, Un ejemplo para dicho vector es el plásmido (p) pCMV. Preferiblemente, un vector usado 
en la presente invención contiene las características siguientes: a) un promotor de citomegalovirus (CMV), b) una 
secuencia consenso Kozak que se pone delante del codón de inicio ATG para asegurar una unión a ribosoma 50
eficiente y por lo tanto el nivel máximo de traducción de proteína, y c) una señal de terminación de la transcripción, 
una señal poli (A), que se pone al final de la secuencia que codifica un (poli)péptido o proteína que representa al 
menos una parte del agente activo para asegurar una parada apropiada de la transcripción. La secuencia 
codificadora (es decir, el polinucleótido) puede subclonarse en el vector en sitios de restricción adecuados. El 
plásmido resultante (construcción de polipéptido o vector, respectivamente, preferiblemente una construcción de 55
ADN o vector) puede usarse entonces para la transformación de células huésped adecuadas tales como células 
bacterianas, células de levadura, células fúngicas, células de algas, células de plantas, o células de insectos,
preferiblemente células bacterianas tales como células de E. coli. Las células huésped transformadas se cultivan en 
un medio adecuado y se recogen y lisan, y el plásmido se recupera. Los protocolos adecuados para los 
procedimientos mencionados anteriormente pueden encontrarse, por ejemplo, en Sambrook, et al., Molecular 60
Cloning: A Laboratory Manual, 3ª edición, Cold Spring Harbor Press, (2000), Davis, et al., Basic Methods in 
Molecular Biology, Elsevier (1986), y Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience 
(1988).
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Con el fin de caracterizar el polinucleótido plasmídico producido, pueden usarse en general análisis de restricción, 
electroforesis en gel y métodos bioquímicos y de biología molecular adicionales como método analítico. Estos 
métodos así como métodos usados para la generación de la construcción de polinucleótido descrita anteriormente 
son muy conocidos y se han publicado muchos tratados sobre métodos de polinucleótidos recombinantes, 
incluyendo Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª edición, Cold Spring Harbor Press, (2000), 5
Davis, et al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier (1986), y Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular 
Biology, Wiley Interscience (1988).

La transformación de las células huésped puede usarse para la amplificación del vector de expresión. Este vector de 
expresión amplificado puede usarse entonces, a su vez, por ejemplo, para inmunizar un sujeto como se describe 
más adelante.10

Con el fin de generar anticuerpos o antisuero que se une específicamente al agente activo que está presente en la 
composición que se va a ensayar, en una realización preferida de la invención, se inmuniza un sujeto con la 
construcción de polinucleótido que comprende un polinucleótido o inserto, respectivamente, que codifica al menos 
una parte del agente activo. Esta inmunización directa de un sujeto adecuado con la construcción de polinucleótido 
da lugar a una generación más rápida de anticuerpos dirigidos frente al producto de expresión, ya que, por ejemplo, 15
pueden evitarse etapas del proceso que podrían ser necesarias en el caso en el que la inmunización se lleve a cabo 
con el agente activo, por ejemplo, el (poli)péptido, en sí mismo. Dicha etapa del proceso requerida en otro caso 
puede ser por ejemplo la purificación laboriosa del (poli)péptido. El método diligente que ahorra tiempo según la 
presente invención es particularmente ventajoso en el caso en el que el agente activo sea un antígeno viral, una 
partícula de virus, un virosoma o cualesquiera partes de los mencionados anteriormente, ya que se puede 20
proporcionar más rápidamente el ensayo de una vacuna segura, de alta calidad. Esto es ventajoso en particular en 
el caso de un brote pandémico o estacional de influenza, ya que existe la necesidad de un lanzamiento rápido de 
vacunas pandémicas o estacionales al mercado. Mediante la aplicación del método según la invención, pueden 
generarse rápidamente anticuerpos específicos dirigidos frente a, y que son homólogos a, la presente cepa 
pandémica o estacional de estos antígenos de influenza y usarse en la generación de preparaciones de vacuna de 25
influenza. Pueden aplicarse situaciones similares a otras preparaciones de vacuna. Además, como la inmunización 
puede llevarse a cabo con una construcción de polinucleótido sintética, el riesgo de inmunizar a un animal adecuado 
con contaminaciones se reduce sustancialmente. Como consecuencia, el riesgo de generar anticuerpos dirigidos 
frente a estas contaminaciones puede evitarse o al menos reducirse, evitando por lo tanto, por ejemplo, resultados 
del ensayo del agente extraño falsos negativos. Esto aumentará significativamente la seguridad y calidad de las 30
composiciones ensayadas.

El sujeto también puede inmunizarse con dos o más tipos diferentes de construcciones de polinucleótido, portando 
cada tipo un polinucleótido diferente. El sujeto que se va a inmunizar es un sujeto no humano, tal como un animal 
adecuado, por ejemplo, una oveja, una cabra, un conejo, una rata, un ratón, un perro, o una cobaya, 
preferiblemente, un conejo, un ratón, una cobaya o una rata, y más preferiblemente un conejo. La inmunización del 35
animal adecuado puede llevarse a cabo siguiendo procedimientos estándar muy conocidos. En general, la 
construcción de polinucleótido opcionalmente purificada se introduce preferiblemente en tejido animal por varios 
métodos de administración, tales como inyección de la construcción de polinucleótido en disolución salina, usando 
una aguja hipodérmica estándar, administración por pistola de genes o inyección neumática. Además, la 
administración puede llevarse a cabo mediante aplicaciones tópicas, o puede llevarse a cabo una administración 40
mediada por citofectina. El animal inmunizado produce entonces anticuerpos que son específicos para al menos 
partes de, o el total de, los (poli)péptidos o proteínas expresados. Los anticuerpos producidos están presentes en la 
sangre del sujeto inmunizado y pueden recuperarse por procedimientos estándar que son muy conocidos para los 
expertos en la técnica. También es posible preparar muestras de suero a partir de la sangre recogida de los sujetos 
inmunizados. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales, dependiendo de la naturaleza del 45
(poli)péptido o proteína que se está expresando. El término "anticuerpo monoclonal" en el significado de la presente 
invención indica anticuerpos que tienen la misma especificidad antigénica, es decir, anticuerpos que son todos 
específicos para el mismo epítopo (determinante antigénico). Esto significa, si el (poli)péptido que se está 
expresando corresponde a un único epítopo, entonces los anticuerpos son "anticuerpos monoclonales" en los 
términos de la presente invención. En el caso en el que el (poli)péptido o proteína que se está expresando 50
comprenda más de un epítopo, los anticuerpos específicos que se están produciendo por el animal inmunizado son 
"anticuerpos policlonales" en los términos de la presente invención.

Después de un determinado periodo de tiempo, por ejemplo hasta 100 días y habitualmente hasta 70 días o hasta 
50 días, preferiblemente alrededor de 70 días después de la inmunización, los anticuerpos específicos generados 
por los animales inmunizados pueden obtenerse según métodos muy conocidos para los expertos en la técnica. 55
Preferiblemente, los animales se exanguinan y se obtienen muestras de suero que contienen los anticuerpos. En 
una realización preferida, el anticuerpo que se va a usar para la etapa a) está representado simplemente por una 
muestra de suero obtenida del animal inmunizado.

Antes de la etapa b), el agente activo se neutraliza o inactiva por unión del anticuerpo. Preferiblemente la unión es 
específica.60
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El término "unión específica" en el significado de la presente invención indica que el anticuerpo según la presente 
invención presenta especificidad para el agente activo que está presente en la composición que se va a ensayar, y, 
por lo tanto, se une selectivamente a dicho agente activo pero no a los agentes extraños que están potencialmente 
presentes en la composición que se va a ensayar. En una realización preferida de la presente invención, el 
anticuerpo usado en el método según la presente invención se une exclusivamente a dicho agente activo y nada en 5
absoluto a los agentes extraños que están potencialmente presentes. En el caso en el que el agente activo sea un 
antígeno como se ha descrito anteriormente, la unión específica del anticuerpo al agente activo también podría ser
una reacción cruzada, lo que significa que el anticuerpo según la presente invención presenta reactividad cruzada. 
El término "reactividad cruzada" en el significado de la presente invención, indica la capacidad de un anticuerpo 
particular de reaccionar con dos o más antígenos que poseen un epítopo común o altamente homólogo. Éste podría 10
ser el caso, por ejemplo, en situaciones en las que dos o más agentes activos, o dos o más antígenos, 
respectivamente, estén presentes en la composición que se va a ensayar.

Un agente activo neutralizado en el significado de la presente invención es un agente activo que interacciona con el 
anticuerpo específico, por ejemplo, que forma un complejo con el anticuerpo específico, y que por lo tanto 
esencialmente no es ya capaz de ser efectivo. En una realización preferida, el agente activo neutralizado es 15
completamente inefectivo. Un agente activo inefectivo en el significado de la presente invención no es ya capaz por 
ejemplo de llevar a cabo su función, tal como su función farmacológica. También podría ser que el agente activo 
inefectivo no sea ya capaz de causar efectos patogénicos cuando se pone en contacto con líneas celulares 
detectoras sensibles al agente activo o cuando se administra a animales de ensayo. Por cada una de las medidas 
mencionadas anteriormente, se asegura que el ensayo del agente adventicio al menos principalmente no responde 20
al agente activo en sí mismo.

En una realización preferida de la presente invención, el anticuerpo específico reacciona con el antígeno viral o la 
partícula de virus, o el al menos un componente del antígeno viral o la partícula de virus, y, así, destruye o inhibe su 
patogenicidad, por ejemplo, su infectividad y/o virulencia. La potencia neutralizadora del anticuerpo específico puede 
ensayarse opcionalmente antes de llevar a cabo la etapa b). Pueden llevarse a cabo ensayos de neutralización que 25
son muy conocidos para los expertos en la técnica. Un ejemplo de dicho ensayo de neutralización es mezclar los 
anticuerpos específicos obtenidos o el suero que contiene los anticuerpos específicos con una cepa de referencia 
que reacciona de manera cruzada con los anticuerpos específicos. La cepa de referencia que ha reaccionado puede 
inocularse en líneas celulares detectoras que son sensibles a infecciones con la cepa de referencia, tales como 
líneas celulares Vero, MRC-5 o MDCK. Estas líneas celulares detectoras se observan durante un periodo de tiempo 30
adecuado, por ejemplo, durante aproximadamente 14 días, y se evalúan para la presencia de efectos patogénicos. 
Otra posibilidad de ensayar la potencia neutralizadora de un anticuerpo es ensayar la infectividad de la preparación 
neutralizada ensayando la infectividad en un modelo de huevo (este ensayo se describe por ejemplo en la 
Farmacopea Europea, capítulo 2.6.16). Un efecto patogénico es un efecto adverso en el crecimiento o 
mantenimiento de una célula, particularmente los efectos asociados con infecciones microbianas y/o virales. Los 35
efectos patogénicos incluyen, pero no están limitados a, efectos citopáticos (CPE), ruptura celular, inhibición del 
crecimiento, inhibición de la síntesis de proteínas, o apoptosis. Un CPE es un cambio observable en la estructura 
celular que puede variar con los tipos celulares y causar la muerte, y puede determinarse según el conocimiento 
establecido en la técnica. Por ejemplo, algunos de los efectos más comunes de la infección viral son cambios 
morfológicos tales como redondeado celular y desprendimiento del sustrato, lisis celular, formación de sincitios y 40
formación de cuerpos de inclusión. Una actividad neutralizadora se caracteriza por una reducción de los CPE e 
inhibición de hemaglutinación, o por una hemadsorción reducida de las células sanguíneas rojas a células 
infectadas. La actividad neutralizadora también puede caracterizarse por un ensayo de hemaglutinación en 
sobrenadantes celulares.

Sin embargo, dichos ensayos de neutralización son ensayos de referencia. Esto significa que si la potencia 45
neutralizadora de un anticuerpo pudiera mostrarse una vez para un sistema desarrollado dado, este ensayo de 
neutralización no tiene que llevarse a cabo consistentemente para este sistema.

Si se encuentra que el suero o anticuerpo ensayado, respectivamente, no tiene una actividad neutralizadora 
suficiente, podría llevarse a cabo una optimización adicional respecto al diseño del vector, especie usada para la 
inmunización, dosis y ruta de administración de las construcciones de ADN o vectores, respectivamente, esquemas 50
de inmunización y recogida de sangre, y formato del ensayo de potencia neutralizadora. "Actividad neutralizadora 
suficiente" en el significado de la presente invención indica que el complejo anticuerpo/agente activo no es capaz de 
causar efectos detectables cuando se realiza un ensayo de neutralización adecuado.

Según el método inventivo, en la etapa b) se determina la presencia o ausencia del agente extraño o adventicio, 
respectivamente. Estos ensayos pueden llevarse a cabo en ratones adultos, ratones lactantes y cobayas según 55
requerimientos farmacopeicos, por ejemplo según los requerimientos de la Farmacopea Europea, 2005, capítulo 
2.6.16. (lote de virus de siembra). Para los virus propagados en tejidos aviares, se lleva a cabo un ensayo de virus 
aviares como se describe en la Farmacopea Europea, 2005, capítulo 2.6.16. (lote de virus de siembra y recogida de 
virus).

Además, la construcción también puede usarse para la inmunización activa de los sistemas de ensayo animales 60
antes de la inoculación con la composición que se va a ensayar como se describe en el capítulo 2.6.16. de la 
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Farmacopea Europea, 2005, capítulo (2.6.16.). Esto haría que la neutralización anterior del virus de siembra ya no 
sea necesaria, sin alterar la capacidad del modelo de ensayo animal para responder a agentes contaminantes. Esto 
incrementará adicionalmente la robustez del sistema de ensayo, reducirá el número de animales usados en al marco 
del ensayo según 2.6.16., y reducirá significativamente el tiempo necesario para mostrar conformidad con 2.6.16.

El anticuerpo y el agente activo pueden no obtenerse usando la misma construcción de polinucleótido, 5
preferiblemente ADN. Una construcción de polinucleótido puede someterse a diferentes propósitos bien de generar 
anticuerpos frente al agente activo para ensayo de agentes adventicios según la presente invención, o para producir 
el agente activo en una escala preparativa, esto significa que la construcción de polinucleótido que se usa para la 
producción del agente activo, por ejemplo, el antígeno viral o la partícula de virus, no se usa para la generación de 
los anticuerpos específicos que neutralizan o inactivan este agente activo.10

La expresión "no se obtiene usando la misma construcción de polinucleótido" indica que la construcción de 
polinucleótido se diferencia en al menos un componente estructural y/o funcional, por ejemplo, respecto a 
determinadas partes de la construcción completa o se ha preparado en un sistema diferente. Por ejemplo, un 
experto en la técnica sabe que las construcciones de polinucleótido o vectores, respectivamente, pueden 
diferenciarse respecto a los elementos funcionales que contienen, dependiendo de para qué se pretenda usarlas. Si 15
un vector se usa sólo, por ejemplo, para multiplicar el polinucleótido o inserto, respectivamente, en una célula 
huésped adecuada, debe contener al menos un origen de replicación (ori) que permita la replicación semi-
independiente del vector y el inserto comprendido en la célula huésped. Además, dichos vectores pueden contener 
elementos funcionales adicionales, tales como un sitio de clonación múltiple (MCS) que incluye protuberancias de 
nucleótidos para la inserción de un inserto, o múltiples sitios consenso de enzimas de restricción que permiten la 20
inserción del polinucleótido. Si se desea la transcripción del inserto, el vector debe contener además una secuencia 
promotora. Sin embargo, estos vectores carecen típicamente de secuencias funcionales que son necesarias para la 
expresión del polinucleótido. En el caso en el que se desea la expresión del polinucleótido con el fin de provocar una 
generación aumentada de anticuerpos frente a polipéptido expresado, los vectores comprenden además una 
secuencia de poliadenilación que crea una cola de poliadenilación al final del pre-ARNm transcrito que protege al 25
ARNm de exonucleasas y asegura la terminación de la transcripción y traducción. Además, la cola de poliadenilación 
estabiliza la producción de ARNm. Además, se favorece sólo una longitud mínima de la región no traducida (UTR) o 
ninguna UTR, ya que las UTR contienen características específicas que pueden impedir la transcripción o 
traducción. Además, estos vectores también deben comprender una secuencia Kozak en el ARNm, que ensambla el 
ribosoma para la traducción del ARNm.30

En el caso en el que el agente activo que está presente en una composición que se va a ensayar sea un antígeno 
viral o una partícula de virus generada usando una construcción de polinucleótido, por lo tanto, el antígeno viral o 
una partícula de virus se genera usando una construcción de polinucleótido que es preferiblemente diferente de la 
construcción de polinucleótido usada para la inmunización de un animal adecuado, es decir, usada para la 
generación de anticuerpos para la etapa a) que preferiblemente se unen específicamente al producto de expresión 35
de la secuencia de polinucleótido que está comprendida por la construcción de polinucleótido usada para la 
inmunización. Por ejemplo, estas construcciones de polinucleótido pueden diferenciarse respecto a la presencia de 
una secuencia de poliadenilación, una región no traducida o una región promotora, y más preferiblemente respecto a 
la presencia de una secuencia de poliadenilación.

Si de otra manera las construcciones de polinucleótido usadas para la producción del agente activo no codificaran 40
sólo la secuencia de este agente activo sino también una secuencia que codifica una contaminación, entonces, 
después de la inmunización de un sujeto con esta construcción de polinucleótido, esta secuencia que codifica la 
contaminación además de la secuencia que codifica el agente activo se expresará en dicho sujeto. Como resultado, 
el sujeto inmunizado generará anticuerpos que son específicos no sólo para el agente activo, sino también para el 
(poli)péptido contaminante. Como consecuencia, estos anticuerpos específicos de contaminación podrían neutralizar 45
las contaminaciones, dando lugar de esta manera a resultados del ensayo falsos negativos.

Sin embargo, mediante el uso de diferentes construcciones de polinucleótido, los resultados del ensayo falsos 
negativos se evitan en un ensayo de agentes extraños ya que no se generaron anticuerpos frente a este polipéptido 
contaminante. Como se ha descrito anteriormente, las construcciones de polinucleótido pueden diferenciarse en 
elementos estructurales y/o funcionales, dependiendo de para qué se pretende usarlas: En el caso en el que la 50
construcción de polinucleótido se usa, según la presente invención, para la generación de anticuerpos específicos, 
se usa preferiblemente un vector de expresión, ya que se desea la expresión del polinucleótido que codifica al 
menos una parte del agente activo en el sujeto inmunizado. AlteARNtivamente, también es posible que las 
construcciones de polinucleótido se diferencien respecto al polinucleótido respectivo que codifican: Mediante la 
aplicación de la presente invención no es necesario, por ejemplo, que el vector de expresión usado para la 55
inmunización de un sujeto porte la secuencia de polinucleótido que codifica el agente activo completo. Para la 
generación de anticuerpos específicos en un sujeto inmunizado también podría ser adecuado que el vector de 
expresión sólo porte una secuencia de polinucleótido que codifica una parte del agente activo, tal como que codifica 
una o más regiones conservadas del agente activo.

Además, en una realización preferida de la presente invención, la secuencia de polinucleótido que codifica al menos 60
una parte del agente activo puede someterse a optimización de codones, en particular optimización de codones para 
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el sujeto usado para la inmunización con la construcción de polinucleótido (véase más adelante). Llevando a cabo 
las modificaciones indicadas anteriormente - usando diferentes elementos estructurales y/o funcionales, expresando 
una secuencia de polinucleótido que codifica, por ejemplo, sólo una parte del agente activo y optimización de 
codones de la secuencia de polinucleótido - el riesgo de expresar además una secuencia que codifica 
contaminaciones es casi inexistente. Esto es particularmente ventajoso si la composición que se va a ensayar debe 5
cumplir requerimientos de alta calidad, por ejemplo, para usarse para composiciones farmacéuticas tales como 
vacunas. Además, las modificaciones del polinucleótido mencionadas anteriormente podrían dar lugar además a una 
proporción de expresión significativamente mejorada, resultando de esta manera en una producción de anticuerpo 
aumentada y así capacidad de neutralización aumentada.

En una realización preferida adicional, la construcción de polinucleótido que comprende la secuencia que codifica al 10
menos una parte del agente activo se somete a optimización de codones, en particular optimización de codones 
para el sujeto usado para la inmunización con la construcción de polinucleótido. Como sabe un experto en la técnica, 
cada aminoácido específico está codificado por un mínimo de un codón y un máximo de seis codones. Las 
investigaciones previas han mostrado que el uso de codones en genes que codifican los polipéptidos celulares está 
sesgado entre especies (Kanaya, S. Y. Yamada, Y. Kudo y T. Ikemura (1999), "Studies of codon usage and tARN15
genes at 18 unicellular organisms and quantification of Bacillus subtilis' tARNs: gene expression level and species-
specific diversity of codon usage based on multivariate analysis", Gene 238: 143-155). La degeneración del código 
genético ofrece a un experto en la técnica entre otras cosas la posibilidad de adaptar la secuencia de polinucleótido 
a la preferencia de codones de la célula huésped diana, optimizando de esta manera la expresión del polipéptido de 
unión a antígeno deseado de la presente invención. Un experto en la técnica sabe cómo adaptar la secuencia de 20
polinucleótido a la preferencia de codones de la célula huésped diana u organismo que se inmuniza con la 
construcción de polinucleótido. Por ejemplo, si el organismo inmunizado es un animal adecuado tal como un conejo, 
una oveja, una cabra, una rata o un ratón, la secuencia de polinucleótido puede adaptarse a la preferencia de 
codones del animal respectivo. Existen algunas herramientas de software (algoritmos) para optimizar cada diseño de 
gen tanto para uso de codones específico de organismo como para uso de parejas de codones específico de 25
organismo, por ejemplo, "Protein Translation Engineering® technologies" por CODA genomics.

El anticuerpo se usa para neutralizar o inactivar el agente activo dado, con un ensayo posterior para virus y/o 
bacterias como agentes extraños. Estos virus y/o bacterias ensayados pueden seleccionarse por ejemplo del grupo 
que consiste en Pneumovirinae, tal como el género Pneumovirus, incluyendo el virus sincitial respiratorio (RSV); 
Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, tal como virus del sarampión; Enterovirus de la familia PicoARNviridae, 30
tal como virus Coxsackie, por ejemplo coxsackie B5, virus echo, grupo de enterovirus A-D, y rinovirus; Reoviridae de 
mamíferos, en particular ortoreovirus (por ejemplo, reovirus de mamíferos tales como reovirus 1, 2, y 3) y rotavirus; 
miembros de Retroviridae, por ejemplo Orthoretrovirinae, tales como los retrovirus, Metapneumovirus de la familia 
Paramyxoviridae, tales como metapneumovirus humano (HMPV), o virus parainfluenza tipo 1, 2, 3, y 4; Rubulavirus
de la familia Paramyxoviridae, tales como virus de las paperas; Togaviridae, tales como Rubellavirus; Coronaviridae, 35
tales como el coronavirus SARS y otros coronavirus humanos tales como coronavirus OC43, 229E, NL63, y HKU1; 
Rinovirus de la familia PicoARNviridae, tales como cepas M de Rinovirus; virus de la Varicela Zóster (VZV), también 
conocido como virus del herpes humano 2 (HHV3); Polyomaviridae, tales como el poliomavirus SV-40, el 
poliomavirus BK y el poliomavirus JC; Circovirus porcinos; PicoARNvirus porcinos, tales como virus de la 
enfermedad vesicular porcina (SVDV) y virus Teschen-Talfan; miembros de Parvoviridae, tales como parvovirus 40
canino (CPV), bocavirus o parvovirus porcinos; Virus de parainfluenza (PIV); miembros de Orthomyxoviridae, 
incluyendo virus influenza tipo A y B; miembros de Paramyxoviridae paramyxovirinae, incluyendo PIV-I, PIV-2 y PIV-
3; Herpesviridae, tales como virus del herpes simple 1 y 2, virus del herpes simple humano tipo 6, 7 u 8, 
citomegalovirus y virus de Epstein Barr; Adenoviridae, tales como los adenovirus, incluyendo adenovirus humano, de 
simio y aviar, tales como adenovirus aviar 1; circovirus aviares; Reoviridae aviar, en particular ortoreovirus, tales 45
como reovirus aviares; miembros de Papillomaviridae, incluyendo virus del papiloma humano; miembros de 
Flaviviridae, tales como el virus del Nilo Occidental; y BiARNviridae, tales como virus de la enfermedad bursal 
infecciosa (también conocido como virus gumboro), bacterias Chlamydia, incluyendo C. trachomatis, C. pneumoniae 
y C. psittaci; y Mycoplasma.

En una realización preferida adicional del método según la invención, el polipéptido que está contenido en la 50
construcción de polinucleótido comprende una secuencia codificadora de hemaglutinina (HA) y/o neuraminidasa 
(NA). La hemaglutinina puede encontrarse por ejemplo en la superficie de los virus influenza. Es una glicoproteína 
antigénica que es responsable de la unión del virus a la célula que está siendo infectada. Hasta la fecha, se conocen 
al menos 16 antígenos HA de influenza diferentes. Estos subtipos se denominan H1 a H16. NA es una enzima que 
escinde las uniones glicosídicas del ácido neuramínico. Hasta la fecha, se conocen al menos nueve subtipos de 55
neuraminidasa de influenza. Estos subtipos pueden encontrarse, por ejemplo, en bases de datos que son conocidas 
para los expertos en la técnica, tales como la base de datos PubMed (por ejemplo, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore y 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.nuccore/145284465?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_
ResultsPanel.Sequence_RVDocSum). En una realización preferida, la construcción de polinucleótido comprende 60
cualquiera de estas secuencias codificadoras de HA y/o NA, bien solas o en combinación unas con otras. También 
es posible que la construcción de polinucleótido contenga sólo partes de estas secuencias. Preferiblemente, la 
construcción de polinucleótido contiene la secuencia completa o una parte de la secuencia que codifica H1, H2, H3, 
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H5, H6, H7, N1, N2, N3 o N7, bien solas o en combinación, preferiblemente H5. En una realización preferida 
adicional, la construcción de polinucleótido comprende secuencias o parte de las secuencias que codifican H1N1, 
H2N2, H3N2, H6N1, H7N3 o H7N7, preferiblemente las secuencias o parte de las secuencias que codifican H5N1.

En una realización preferida adicional del método según la invención, el agente activo comprende un antígeno de 
influenza y la construcción de polinucleótido comprende una secuencia de polinucleótido que tiene, por ejemplo, al 5
menos 90%, preferiblemente, por ejemplo, al menos 95%, y lo más preferiblemente, por ejemplo, 100% de identidad 
de secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2. Dichas secuencias de polinucleótido se someten 
a optimización de codones para una expresión eficiente y así el concepto de inmunización basada en vector de ADN 
de antígeno de influenza en un sujeto mamífero, preferiblemente para una o ambas secuencias codificadoras de HA 
y NA de influenza, más particularmente aquellas relacionadas con H5 y N1, respectivamente. La construcción de 10
polinucleótido también puede comprender, por ejemplo, secuencias de polinucleótido que hibridan con una cadena 
complementara de las secuencias de nucleótidos mencionadas anteriormente (ácido nucleico mostrado en SEQ ID 
NO: 1 ó 2) o que son degeneradas de las secuencias de nucleótidos mencionadas anteriormente. Los términos 
"hibridar" o "hibridación" describen el proceso por el cual un polinucleótido monocatenario se empareja por bases 
con una cadena de polinucleótido complementaria. En el contexto de la presente invención, el término "hibridación" 15
significa una hibridación en condiciones de hibridación convencionales, preferiblemente en condiciones astringentes, 
por ejemplo como se describe en Sambrook et al. (2000), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª edición, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY. Las condiciones astringentes adecuadas incluyen 
disoluciones de sal de aproximadamente 0,9 molar a temperaturas de 35 grados C a 65 grados C. Las condiciones 
de hibridación astringente pueden comprender las condiciones siguientes:20

Tampón de hibridación: 7% SDS

250 mM NaCl

250 mM tampón K-fosfato pH 7,0

1 mM EDTA

Temperatura de hibridación: 58 grados C a 60 grados C25

Tiempo de hibridación: toda la noche

Tampón de lavado: (I) 2 x SSC, 0,1% SDS

(II) 0,2 x SSC, 0,1% SDS

Temperatura y tiempo de lavado: cada uno 2 x 30 min a 55 grados C a 60 grados C.

Los polinucleótidos mencionados anteriormente que tienen, por ejemplo, al menos 90%, preferiblemente, por 30
ejemplo, al menos 95%, y lo más preferiblemente, por ejemplo, 100% de identidad de secuencia con el ácido 
nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2 también comprenden fragmentos, derivados, análogos o partes de las 
secuencias de polinucleótido. Los fragmentos, derivados, análogos o partes también pueden ser variaciones o 
mutaciones naturales, en los que estas mutaciones pueden haber ocurrido de forma natural o pueden haberse 
introducido, por ejemplo, por mutagénesis dirigida. Además, las variaciones pueden comprender además secuencias 35
sintéticas.

El término "fragmentos" debe entenderse como partes de la secuencia de polinucleótido que son lo suficientemente 
largos como para codificar uno de los polipéptidos descritos. El término "derivado" en este contexto significa que las 
secuencias se diferencian de las secuencias de polinucleótido descritas anteriormente en una o varias posiciones, 
pero tienen un alto grado de homología con estas secuencias. La homología aquí significa una identidad de 40
secuencia de al menos 40%, particularmente una identidad de al menos 60% ó 70%, preferiblemente de al menos 
80%, 82%, 84%, 86% u 88%, y particularmente preferiblemente de al menos 90%, 92%, 94%, 96% ó 98%. Las 
variaciones de las secuencias de nucleótidos descritas anteriormente pueden estar causadas, por ejemplo, por 
deleción, sustitución, inserción o recombinación.

Con el fin de determinar el porcentaje de homología (= identidad) entre dos secuencias de aminoácidos o 45
nucleótidos, las dos secuencias se alinean, y se comparan los aminoácidos o nucleótidos en cada posición. Si una 
posición en las secuencias está ocupada por el mismo aminoácido o el mismo nucleótido, entonces las moléculas en 
esta posición son homólogas (= idénticas). El porcentaje de homología entre las dos secuencias es una función del 
número de posiciones comunes que son idénticas (es decir, homología = número de posiciones idénticas por 
número total de posiciones  x 100).50

La homología se calcula sobre el área total de la secuencia de aminoácidos o nucleótidos. Con el fin de comparar 
diferentes secuencias, están disponibles para el experto en la técnica una variedad de programas basados en 
diferentes algoritmos. Los algoritmos de Needleman y Wunsch o Smith y Waterman proporcionan resultados 
especialmente fiables. Para los alineamientos de secuencia y comparaciones, pueden usarse los programas 
"PileUp" (J. Mol.  Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins et al., CABIOS, 5 1989: 151 153) o "Gap" y "BestFit" 55
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[Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970) y Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)], 
que están incluidos en el paquete de software GCG [Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, 
Wisconsin, EEUU 53711 (1991)]. Los valores de homología de secuencia mencionados anteriormente como 
porcentajes pueden determinarse mediante el programa "Gap" sobre el área de secuencia total con los ajustes 
siguientes: Peso de Hueco: 50, Peso de Longitud: 3, Concordancia Promedio: 10.000 y Falta de Concordancia 5
Promedio: 0,000. Estos ajustes pueden usarse como ajustes estándar para los análisis de homología de secuencia.

El uso de las construcciones de polinucleótido según la invención permite proporcionar ensayos rápidos, eficientes y 
fiables para composiciones que contienen agentes activos. Mediante el uso de anticuerpos que se proporcionan 
inmunizando un sujeto con una construcción de polinucleótido, se evitan las contaminaciones que podrían ocurrir 
cuando se inmuniza al sujeto con el agente activo en sí mismo. Como consecuencia, el uso de las construcciones de 10
polinucleótido inventivas evita resultados del ensayo falsos negativos. Además, se acelera la generación de los 
anticuerpos usados en los ensayos respectivos. Como una consecuencia, el ensayo es más rápido. Esto puede ser 
particularmente ventajoso si el agente activo en la composición que se va a ensayar está constituido por, o deriva 
de, una partícula de virus, ya que los tiempos de preparación para el lanzamiento de vacunas podrían reducirse 
significativamente. Esto es particularmente importante para vacunas producidas en la base de tecnología de cultivo 15
celular.

En general, mediante el uso de la construcción de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al 
menos una parte de un agente activo para producir un anticuerpo específico frente a dicho agente activo, la 
ausencia de cualquier actividad de la composición indica que el anticuerpo ha inactivado o neutralizado el agente 
activo y que no están presentes más antígenos en la composición que se va a ensayar.20

La ausencia de cualquier actividad respondedora a un agente activo dado en la composición que se va a ensayar 
significa que el agente activo que está presente en la composición se ha neutralizado o inactivado por la unión 
específica del anticuerpo al agente activo. El agente activo neutralizado interacciona con el anticuerpo específico, 
por ejemplo, forma un complejo con el anticuerpo, y por lo tanto esencialmente no es capaz de ser efectivo más, 
preferiblemente el agente activo neutralizado es completamente inefectivo. Un agente activo inefectivo en el 25
significado de la presente invención, por ejemplo, no es ya capaz de llevar a cabo su función, tal como su función 
farmacológica o inmunológica. También podría ser que el agente activo inefectivo no es ya capaz de causar efectos 
patogénicos cuando se pone en contacto con líneas celulares detectoras sensibles al agente activo. La potencia 
neutralizadora del anticuerpo puede ensayarse como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, una composición 
que se ha encontrado que es activa todavía contiene agentes activos y, así, es efectiva.30

La construcción de polinucleótido, el agente activo, la composición que se va a ensayar y el agente extraño o 
infeccioso se describen anteriormente, así como la inmunización de un sujeto adecuado y la neutralización del 
agente activo. Preferiblemente, el agente activo es un antígeno, más preferiblemente un antígeno viral o una 
partícula de virus, o el agente activo comprende al menos un componente de un virus o una partícula de virus, 
preferiblemente el agente activo es una partícula de virus influenza. Preferiblemente, la composición que se va a 35
ensayar es una muestra de un cultivo celular a partir del cual se produce el agente activo o un producto derivado de 
este cultivo celular, también se prefiere que la composición que se va a ensayar sea una composición farmacéutica, 
preferiblemente una preparación de vacuna o un producto intermedio de ésta. También se prefiere que la 
composición que se va a ensayar sea un virus de siembra, o una composición que contiene un virus de siembra, 
respectivamente.40

Se prefiere además que el agente extraño o infeccioso sea un virus como se ha descrito anteriormente.

Mediante el uso de una construcción de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al menos una 
parte de un agente activo para producir un anticuerpo específicamente frente a dicho agente activo, pueden llevarse 
a cabo por ejemplo ensayos de control (negativo o positivo). En dicho ensayo control, una composición debe 
ensayarse particularmente respecto a si el agente activo (frente al cual está dirigido el anticuerpo) está presente o no 45
en la composición. Para este propósito, el anticuerpo que se proporciona por inmunización de un sujeto adecuado 
con la construcción de polinucleótido se pone en contacto con la composición que se va a ensayar. En el caso en el 
que la composición ensayada no muestre ninguna actividad después de la adición del anticuerpo específico, el 
agente activo está presente en la composición. Opcionalmente, antes de poner en contacto la composición que se 
va a ensayar con el anticuerpo específico, puede ensayarse la potencia neutralizadora del anticuerpo como se ha 50
descrito anteriormente.

Mediante el uso de una construcción de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al menos una 
parte de un agente activo para producir un anticuerpo específicamente frente a dicho agente activo, puede llevarse a 
cabo un ensayo de agentes extraños. El ensayo de los agentes extraños se lleva a cabo como se ha descrito 
anteriormente.55

La presente invención también se refiere a un proceso para ensayar una composición farmacéutica en cualquier 
etapa de la producción de ésta, en particular una vacuna, en el que en al menos un punto de tiempo del proceso de 
producción se lleva a cabo un método para ensayar agentes extraños en la composición como se ha descrito 
anteriormente. El ensayo de los agentes extraños puede llevarse a cabo en cualquier etapa del proceso de 
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producción o fabricación, respectivamente, de la composición farmacéutica. Preferiblemente, el ensayo puede 
llevarse a cabo en los lotes de siembra o en las recogidas de virus, y más preferiblemente el ensayo puede llevarse 
a cabo en los lotes de siembra. Además, también puede llevarse a cabo una vez o repetidamente, por ejemplo, al 
comienzo y/o al final del cultivo celular, o en medio. El ensayo de los agentes extraños también puede llevarse a 
cabo en la preparación de vacuna ya preparada, incluyendo por ejemplo el ensayo de una o más muestras de un 5
lote de producción.

Opcionalmente, se lleva a cabo una etapa de tratamiento de la composición farmacéutica, en particular la vacuna o 
un producto intermedio de ésta, y/o un cultivo celular a partir del cual deriva la composición farmacéutica o la 
vacuna, mediante el cual el agente extraño se elimina y/o inactiva. Los métodos adecuados para la eliminación del 
agente extraño de la composición o cultivo celular respectivo son conocidos para el experto en la técnica y 10
comprenden métodos de inactivación o eliminación química y/o física, por ejemplo, métodos de filtración, métodos 
de adsorción, tratamientos químicos, por ejemplo, por formaldehído o beta-propiolactona, tratamientos físicos tales 
como calentamiento y/o irradiación electromagnética (por ejemplo, tratamiento con UV-C, o irradiación con radiación 
gamma), o semejantes. Un beneficio adicional de los métodos útiles de la presente invención reside en que, una vez 
se ha demostrado la presencia de un agente extraño, la etapa de eliminación del agente extraño puede adaptarse 15
específicamente para eliminar y/o inactivar dicho agente extraño. Por ejemplo, si el agente extraño que está 
presente en la composición que se va a ensayar se identifica (opcionalmente), puede usarse un método específico 
de eliminación y/o inactivación, que se sabe que elimina y/o inactiva particularmente dicho agente extraño. Mediante 
la eliminación y/o inactivación de dicho agente extraño, por ejemplo, podría evitarse el descarte del lote completo de 
la composición, ahorrando por lo tanto tiempo y dinero.20

Además, también se describe el uso de un anticuerpo que se ha producido frente a un producto de expresión de una 
construcción de polinucleótido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del agente activo, en 
el que el anticuerpo se une específicamente al agente activo, para la purificación de dicho agente activo, y en el que 
el anticuerpo y el agente activo no se obtienen usando la misma construcción de polinucleótido. Los términos 
"anticuerpos que se han producido frente a un producto de expresión de una construcción de polinucleótido" y "el 25
anticuerpo y el agente activo no se obtienen usando la misma construcción de polinucleótido" se describen 
anteriormente. El término "purificación" tal y como se usa en la presente memoria incluye, pero no está limitado a, 
purificación por afinidad, que se usa para purificar proteínas reteniéndolas en una columna a través de su afinidad 
para otras proteínas tales como anticuerpos (que se han producido como se describe en la presente memoria) que 
se han inmovilizado en un soporte sólido, por ejemplo, una columna, y separación, por ejemplo, la separación de 30
diferentes antígenos. Preferiblemente, el agente activo es un antígeno de virus, en particular un antígeno de 
influenza. El uso del anticuerpo según la presente invención permite la purificación rápida y altamente específica de 
las partículas de virus que se originan a partir de o representan la cepa de virus cuya purificación se desea, ya que 
los anticuerpos usados para la purificación se producen específicamente frente a un producto de expresión de esta 
cepa de virus.35

Preferiblemente, el anticuerpo que se usa para la purificación de un agente activo es un anticuerpo como se ha 
definido anteriormente. Se prefiere además que el anticuerpo que se usa para propósitos de purificación comprenda 
además una etiqueta de afinidad para unión a una fase sólida.

Además, se describe un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene, por ejemplo, al menos 90%, y 
preferiblemente, por ejemplo, al menos 95% de identidad de secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID 40
NO: 1 ó 2. Lo más preferiblemente, el polinucleótido tiene un ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2. Con 
respecto a dicho polinucleótido, se hace referencia a la descripción anterior.

También se describe una construcción de polinucleótido que comprende un polinucleótido que comprende una 
secuencia que tiene, por ejemplo, al menos 90%, y preferiblemente, por ejemplo, al menos 95% de identidad de 
secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2. Lo más preferido, la construcción de polinucleótido 45
comprende un polinucleótido que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO: 1 ó 2. Con respecto a 
dicho polipéptido, se hace referencia a la descripción anterior. La construcción de polinucleótido también se describe 
anteriormente.

También se describen células huésped procariotas o eucariotas que comprenden los polinucleótidos como se ha 
descrito anteriormente o una construcción de polinucleótido que comprende dicho polinucleótido. Preferiblemente, 50
las células huésped se transforman de forma estable o transitoria con las construcciones de polinucleótido descritas 
anteriormente. Respecto al procedimiento de transformación se indica que la transformación puede llevarse a cabo 
según protocolos estándar, Sin embargo, se hace referencia a Sambrook et al. (2000), Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 3ª edición, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY. Otro aspecto más 
de la presente invención es proporcionar organismos no humanos, animales transgénicos así como 55
microorganismos transgénicos que contienen los polinucleótidos descritos anteriormente o los vectores o 
construcciones de polinucleótido descritos anteriormente, respectivamente.

Preferiblemente, las células huésped o los animales o microorganismos expresan y sintetizan el polipéptido de unión 
a antígeno.
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Estas células huésped pueden ser cualesquiera células procariotas o eucariotas, preferiblemente células de 
microorganismos, más preferiblemente células bacterianas, de levadura, hongo y alga. Entre las células de 
microorganismos particularmente preferidas están las células de Escherichia coli, células de Streptomyces, células 
de Pichia pastoris o células de Schizosaccharomyces, y las más preferidas son células de Escherichia coli.

La construcción de polinucleótido así como la inmunización del sujeto adecuado se describe anteriormente. Los 5
anticuerpos pueden recuperarse por cualquier procedimiento estándar que es conocido para los expertos en la 
técnica. Los anticuerpos pueden usarse, por ejemplo, para neutralizar o purificar el antígeno específico.

La construcción de polinucleótido que comprende la secuencia que codifica al menos una parte de un agente activo 
puede tener al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 98% de identidad de 
secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2, o la construcción de polinucleótido que comprende 10
una secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 ó 2, y se usa para la transformación de células huésped 
adecuadas tales como células bacterianas, células de levadura, células de hongos, células de algas, células de 
plantas, o células de insectos, preferiblemente células bacterianas tales como células de E. coli. Las células 
huésped transformadas se cultivan en un medio adecuado y se recogen y lisan, y se recupera la construcción de 
polinucleótido. La construcción de polinucleótido amplificada puede usarse entonces para la inmunización de un 15
sujeto como se ha descrito anteriormente. Este sujeto inmunizado genera, a su vez, anticuerpos dirigidos frente al 
producto de expresión de la construcción de polinucleótido, por ejemplo, en este caso frente a la proteína que es al 
menos una parte de un agente activo. Estos anticuerpos pueden usarse entonces para ensayar agentes extraños en 
una composición que comprende al menos un agente activo, en el que el agente activo está codificado al menos 
parcialmente por la secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al 20
menos 98% de identidad de secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 ó 2, o en el que el agente 
activo está codificado al menos parcialmente por la secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 ó 2.

Respecto al método de ensayo para dichos agentes extraños en una composición, se hace referencia a la 
descripción anterior.

Los dibujos y ejemplos siguientes, que ilustran la presente invención con más detalle, se presentan para propósitos 25
ilustrativos.

Descripción breve de los dibujos

La Fig. 1 muestra la secuencia de nucleótidos del antígeno hemaglutinina con optimización de codones (HA; SEQ ID 
NO: 1). El primero y los últimos tres nucleótidos (subrayados) representan el codón de inicio y de parada, 
respectivamente.30

La Fig. 2 muestra la secuencia de nucleótidos del antígeno neuraminidasa con optimización de codones (NA; SEQ 
ID NO: 2). El primero y los últimos tres nucleótidos (subrayados) representan el codón de inicio y de parada, 
respectivamente.

La Fig. 3 muestra el mapa de la construcción de ADN pCMV-HA, que comprende la secuencia con optimización de 
codones que codifica HA.35

La Fig. 4 muestra el mapa de la construcción de ADN pCMV-NA, que comprende la secuencia con optimización de 
codones que codifica NA.

La Fig. 5 muestra las secuencias de ADN plasmídico totales de pCMV-HA. Las enzimas de restricción para la 
construcción de plásmido están subrayadas, y la secuencia del gen HA optimizada por el algoritmo CODA está en 
negrita.40

La Fig. 6 muestra las secuencias de ADN plasmídico totales de pCMV-NA. Las enzimas de restricción para la 
construcción de plásmido están subrayadas, y la secuencia del gen NA optimizada por el algoritmo CODA está en 
negrita.

Ejemplos

1. Preparación del polipéptido que codifica HA y NA y la construcción de ADN45

Los vectores de ADN se han preparado a partir de las secuencias conocidas de las proteínas hemaglutinina (HA) y 
neuraminidasa (NA) del virus influenza A/Viet Nam/1194/2004 (H5N1) (las secuencias que codifican la HA y la NA, 
respectivamente, se describen en la base de datos PubMed, véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/145284463?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_
ResultsPanel.Sequence_RVDocSum y 50
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/145284406?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_
ResultsPanel.Sequence_RVDocSum).

Las secuencias codificadoras de HA y NA se optimizaron por ordenador, por ejemplo, como se describe en Roth, 
D.A. et al., "Translational Engineering and Synthetic Biology", Landes Bioscience, 2007. Específicamente, el uso de 
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codones y uso de pares de codones de las secuencias codificadoras de HA y NA se optimizaron según Oryctolagus 
cuniculus. En un intervalo de variación de homología razonable descrito en la descripción anterior, la optimización de 
codones podría llevarse a cabo asimismo para otros sujetos que se van a inmunizar por las secuencias 
codificadoras de HA y NA proporcionadas. Las regiones no traducidas en 5' aguas arriba también se optimizaron 
para evitar estructuras de ARN secundarias no deseadas que podrían dificultar el inicio de la traducción. Los genes 5
de HA y NA optimizados por el algoritmo CODA se ensamblaron y clonaron en vectores pCMV, que están 
disponibles comercialmente en una gama completa de proveedores, tales como Clontech Laboratories, Inc. Ambas 
construcciones de pCMV contenían las características siguientes:

- Un vector de expresión de mamíferos dirigido por un promotor de citomegalovirus (CMV), que se usó para producir 
un alto nivel de transcritos de ARN,10

- Una secuencia consenso Kozak situada delante del codón de inicio ATG para asegurar una unión a ribosoma 
eficiente y por lo tanto el nivel máximo de traducción de proteína,

- Una señal de terminación de la transcripción, la señal poli (A), se situó al final del gen para asegurar una parada 
apropiada de la transcripción.

Los genes de HA y NA optimizados por el algoritmo CODA se sub-clonaron en el vector dirigido por el promotor 15
CMV usando enzimas de restricción (Nhe I y Xba I) y se denominaron pCMV-HA y pCMV-NA, respectivamente. Las 
secuencias correctas se confirmaron por digestión con enzima de restricción y por secuenciación de ADN. Los 
mapas de vectores y las secuencias de ADN se listan en las Figuras 3-6.

Las construcciones de ADN se transfectaron separadamente en células de E. coli, a partir de las cuales se preparó 
un Banco de Células Primario ("Master Cell Bank", MCB). El MCB se ensayó para esterilidad, bacteriófagos, 20
retención de marcador plasmídico, e identificación del plásmido según métodos estándar conocidos para los 
expertos en la técnica.

2. Producción de plásmidos

La producción de plásmidos a granel se realizó a partir de un cultivo de E. coli, seguido del aislamiento, purificación 
y caracterización de plásmido posterior. El plásmido a granel purificado se ensayó para integridad del ADN, 25
proporción DO 260/280, análisis en gel de agarosa, análisis de restricción, secuencia de ADN, proteínas 
contaminantes, y endotoxinas según métodos estándar conocidos para los expertos en la técnica.

3. Inmunización de los animales y generación del antisuero

Posteriormente, se generó antisuero inmunizando 2 grupos de 6 conejos cada uno. Cada conejo se inoculó con 0,5 
ml de material de ADN (es decir, el plásmido) el día de estudio 0, 28, y 56. Cada dosis consistió en 1,0 mg del ADN 30
total. Un grupo de conejos se inmunizó con ADN de HA monovalente y el otro grupo de conejos se inmunizó con una 
mezcla bivalente 1:1 de ADN de HA y NA. Se recogieron muestran de sangre pre y post-inmunización de todos los 
animales en el día 0, 28, 35, 42 y 56. Todos los animales se sacrificaron por exanguinación el día de estudio 70. 
Todos los conejos eran sanos, activos y desprovistos de cualquier signo clínico sugerente de problemas 
relacionados con la dosificación o artículo de ensayo a lo largo del periodo de observación. Todos los conejos eran 35
sanos y sobrevivieron a lo largo del periodo de estudio y no mostraron ninguna reacción adversa al antígeno.

La sangre obtenida que contiene los anticuerpos generados puede procesarse, por ejemplo, para obtener muestras 
de suero que contienen anticuerpos neutralizadores específicos, o para obtener anticuerpo aislado específico para el 
producto de expresión del plásmido/vector.

4. Ensayo de neutralización40

Las muestras de suero pueden prepararse a partir de la sangre recogida y puede llevarse a cabo el ensayo de la 
potencia neutralizadora frente a Virus de Siembra de Trabajo (WSV) de la cepa de referencia pandémica NIBRG-14. 
NIBRG-14 es una cepa semejante a A/Viet Nam/1194/2004 reasociada usada para la fabricación de vacunas; esta 
cepa puede obtenerse de NIBSC (véase http://www.nibsc.ac.uk/ y http://www.nibsc.ac.uk/flu_site/pandemic.html). 
Estos ensayos de neutralización de suero pueden realizarse como sigue:45

Puede mezclarse WSV diluido dos veces con una serie de cuatro diluciones de 3 veces de los 12 sangrados de 
conejo finales. Estas diluciones de suero pueden prepararse en un matraz separado, y la homogeneización y 
recubrimiento de los bordes puede realizarse girando la disolución ligeramente a lo largo del matraz. El WSV puede 
pipetearse directamente en la dilución de suero, y la dilución resultante puede homogeneizarse suavemente. 
Después, la dilución puede transferirse a un nuevo matraz limpio e incubarse durante 2 horas a 37ºC girando 50
suavemente en una placa de giro.

Un día antes de la inoculación de las células, pueden prepararse matraces de 75 cm2 de cada línea celular: 6 
matraces para WSV neutralizado, uno para controles positivos e inhibición, y uno para control negativo.

Controles positivos
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Los controles positivos correspondieron a la inoculación de aproximadamente 1.000 TCID50 ("Dosis Infectiva de 
Cultivo Tisular", cantidad de un agente patogénico que producirá cambio patológico en el 50% de los cultivos 
celulares) de virus de Parainfluenza Humano 3. Un control positivo puede inocularse en el día 0 y usarse como 
control positivo para los ensayos de hemadsorción y/o hemaglutinación en el día 14.

Controles de inhibición5

Las células diana pueden inocularse con la muestra que se va a ensayar a la que previamente se han adicionado 
aproximadamente 1.000 TCID50 de virus de Parainfluenza Humano 3.

Control negativo

Para el control negativo, el medio de dilución específico para cada línea celular puede inocularse por matraz. Este 
control puede tratarse en las mismas condiciones que la muestra que se va a ensayar.10

Inoculación

La disolución de WSV que ha reaccionado, es decir, potencialmente neutralizada, puede inocularse entonces en tres 
líneas celulares detectoras (células Vero (obtenidas de la American Type Culture Collection (ATTC) CCL-81; 
Yasumunra Y. et al., 1962), células MRC-5 (obtenidas de ATCC CCL-171; Jacobs J.P. et al., 1970) y células MDCK 
(ECACC 84121903; S.H. Darby, 1958)). Pueden inocularse 3 ml de cada disolución (medio de dilución, muestra que 15
se va a ensayar) en cada matraz para el WSV potencialmente neutralizado y controles. Después de 70 minutos +/-
10 minutos a 37ºC +/- 2ºC, el inóculo puede retirarse. El medio de supervivencia puede añadirse entonces para 
obtener un volumen final de 20 ml. Los matraces de cultivo pueden ponerse a 37ºC +/- 2ºC en presencia de 5+/-
0,5% CO2.

Las células inoculadas pueden observarse regularmente durante 14 días bajo microscopio invertido y evaluarse para 20
la presencia de efecto citopático (CPE) y actividad hemaglutinante. La potencia neutralizadora puede detectarse por 
observación del CPE, por ensayos de hemadsorción y por ensayos de hemaglutinación.

4.1 Observación del CPE

Las células pueden observarse regularmente durante el periodo de ensayo bajo microscopio invertido.

4.2 Ensayos de hemadsorción25

Los ensayos de hemadsorción pueden llevarse a cabo al final del periodo de ensayo (día 14). Las células en 
monocapa pueden lavarse una vez o dos veces con tampón PBS. Después, puede añadirse en cada pocillo una 
disolución que contiene 0,4% de tres tipos de eritrocitos (humano, de cobaya Hartley y gallo) preparados en PBS. La 
hemadsorción es específica de una infección viral y positiva cuando un tipo de eritrocitos se fija en las células. 
Después de incubación a 5ºC +/- 3ºC durante aproximadamente 30 minutos, las células pueden someterse a un 30
examen por microscopía. Las placas se incuban a 37ºC +/- 2ºC durante aproximadamente 30 minutos adicionales 
antes de una segunda observación.

4.3 Ensayos de hemaglutinación

Los ensayos de hemaglutinación pueden llevarse a cabo en los sobrenadantes de cultivos celulares de matraces 
usados para los ensayos de hemadsorción en el día 14. El sobrenadante puede recuperarse y aclararse con una 35
centrifugación a baja velocidad. El sobrenadante aclarado puede ponerse entonces en placas de 6 pocillos. 
Después, puede añadirse en cada pocillo una disolución que contiene 0,25% de los tres tipos de eritrocitos (humano, 
de cobaya Hartley y gallo) preparados en PBS. Después de aproximadamente 30 minutos a 5ºC +/- 3ºC, los 
sobrenadantes pueden someterse a un examen por microscopía. Las placas de 6 pocillos pueden incubarse 
entonces a 37ºC +/- 2ºC durante aproximadamente 30 minutos adicionales  antes de una segunda observación.40

La muestra ensayada se considera desprovista de contaminantes virales usando líneas celulares específicas, por 
observación de la ausencia de CPE viral y ausencia de actividad de hemadsorción y/o de hemaglutinación
específica.

Adicionalmente, los 48 sangrados interinos pueden ensayarse según el mismo procedimiento, excepto que sólo se 
usa una línea celular (MDCK). Los resultados pueden compararse con los obtenidos usando suero preparado 45
después de inocular conejos con un virus semejante a A/Viet Nam/1203/2004 reasociado inactivado, una cepa que 
se sabe que induce anticuerpos con reactividad cruzada en hurones frente a A/Viet Nam/1194/2004.

4.4 Huevos embrionados de gallina

Según la Farmacopea Europea 6ª Edición, capítulo 2.6.16, los ensayos hemaglutinantes pueden llevarse a cabo 
usando huevos embrionados de gallina.50

Brevemente, pueden usarse huevos SPF (desprovistos de patógeno específico) (origen de los huevos: Couvoir de 
Cerveloup, 400, domaine de Cerveloup 38210 Vourey, Francia) que se mantuvieron a 12ºC +/- 3ºC después de la 
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recepción hasta que pudieron incubarse. La incubación puede tener lugar a 37ºC +/- 2ºC en una atmósfera a 70% de 
humedad.

Preparación de las muestras

Los WSV pueden neutralizarse con antisuero de conejo u oveja. Puede añadirse 1% de antibióticos en disolución 
acuosa para evitar contaminaciones bacterianas de los huevos. Después, las muestras pueden inyectarse en los 5
huevos con agujas de jeringa adecuadas.

Pre-incubación de los huevos

En el momento de la recepción y antes de la pre-incubación, los huevos pueden observarse por encima, y los 
huevos dañados pueden desecharse. Después, los huevos pueden pre-incubarse a 37ºC durante 9-11 días. Al final 
del periodo de pre-incubación, los huevos pueden observarse bajo luz fría con el fin de evitar calentamiento y se 10
desecharon los huevos no fertilizados o los huevos sin embrión vivo.

Inoculación

Para el análisis de la muestra que se va a ensayar (WSV potencialmente neutralizado), pueden inocularse 30 
huevos después de 9-11 días de incubación a través de la ruta alantoica, y para ensayar los controles, pueden 
inocularse 25 huevos:15

Como control negativo, los huevos pueden inocularse con PBS suplementado con antibióticos (por ejemplo, 10 
huevos), con antisuero de conejo no diluido solo (por ejemplo, 5 huevos), y con dos tipos de antisuero de oveja solo 
(por ejemplo, 5 huevos por tipo).

Como control positivo para el ensayo de hemaglutinación, puede usarse el virus Sendai (no diluido).

La inoculación puede llevarse a cabo como sigue:20

Después de la desinfección de las cáscaras de los huevos, puede hacerse un agujero en la cáscara y pueden 
inocularse 0,5 ml de las muestras que se van a ensayar en 55 huevos a través de la ruta alantoica. Loa agujeros en 
las cáscaras de los huevos pueden llenarse, y los huevos pueden incubarse a 37ºC +/- 2ºC durante 7 días.

Al final del periodo de incubación, los fluidos alantoicos de los embriones vivos pueden recogerse después de 
observación. En el caso se que se observen embriones muertos, el fluido de los embriones respectivos puede 25
almacenarse a < -70ºC y 5ºC+/- 3ºC (en el caso de contaminación bacteriana) para investigaciones adicionales.

Ensayos de hemaglutinación

Al final del periodo de incubación, los ensayos de hemaglutinación pueden llevarse a cabo como sigue:

Los fluidos pueden aclararse por centrifugación (2.500 g, 10 minutos), y 200 μl de los fluidos pueden distribuirse en 
cuatro placas de 96 pocillos (50 μl por pocillo) con el fin de realizar ensayos de hemaglutinación. Brevemente, en los 30
pocillos de dos placas de 96 pocillos, pueden añadirse 50 μl de una disolución que contiene 0,5% de los eritrocitos 
(cobayas, adquiridos en Charles River Laboratory, Francia); y en las otras dos placas de 96 pocillos, pueden
añadirse 50 μl de una disolución que contiene 0,5% de los eritrocitos (gallina). La mitad de las placas puede 
incubarse a 5ºC +/- 3ºC, la otra mitad a temperatura ambiente. Después de dos horas de incubación, las placas 
pueden evaluarse para actividades de hemaglutinación.35

Las muestras que se van a ensayar se consideran desprovistas de contaminaciones virales, en el caso en el que no 
pueda observarse actividad de hemaglutinación específica en los fluidos recogidos de huevos inoculados.

5. Ensayo para agentes adventicios/extraños

El suero neutralizador puede usarse entonces para ensayo de agentes adventicios. Estos ensayos pueden llevarse a 
cabo según los requerimientos farmacopeicos (Farmacopea Europea capítulo 2.6.16). Estos ensayos pueden 40
llevarse a cabo en ratones adultos, ratones lactantes y cobayas según requerimientos farmacopeicos, por ejemplo 
según los requerimientos de la Farmacopea Europea, 2005, capítulo 2.6.16. (lote de virus de siembra). Respecto al 
ensayo que puede llevarse a cabo en ratones lactantes, se indica que los ratones lactantes también pueden 
inocularse con la composición que se va a ensayar al 1-2 día(s) de edad. Para los virus propagados en tejidos 
aviares, puede llevarse a cabo un ensayo de virus aviares como se describe en la Farmacopea Europea, 2005, 45
capítulo 2.6.16. (lote de virus de siembra y recogida de virus).

5.1 Ratones adultos: ratones CD1

Pueden aclimatarse tres grupos de, por ejemplo, 10 ratones adultos CD1 (15-20 g, por ejemplo, adquiridos en 
Charles River Laboratory) durante al menos 48 horas. Un grupo puede recibir el suero neutralizado (30 μl inyectados 
intracerebralmente (ic), 500 μl inyectados intraperitonealmente (IP)), un grupo puede mantenerse en el caso de 50
aparición de muerte en el periodo de observación y un grupo puede usarse como control negativo.
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Los ratones pueden observarse regularmente durante el periodo de ensayo (una o dos veces al día).

No hay virus presentes en la muestra que se va a ensayar, si el 80% de los ratones adultos del grupo que recibió la 
muestra neutralizada sobrevivió al final del periodo de observación (21 días).

5.2 Ratones lactantes CD1

Pueden inocularse 30 ratones a la edad de 1-2 día(s) (adquiridos, por ejemplo, en Charles River Laboratory) con el 5
suero neutralizado, 10 ratones pueden usarse como control negativo. Cada ratón lactante recibe 10 μl Ic. y 100 μl IP 
del suero que se va a ensayar. Los ratones pueden observarse regularmente durante el periodo de ensayo (una o 
dos veces al día).

No hay virus presentes en la muestra que se va a ensayar, si el 80% de los ratones adultos del grupo que recibió la 
muestra neutralizada sobrevivió al final del periodo de observación (14 días).10

5.3 Cobayas Hartley

De nueve cobayas (350-450 g, adquiridas, por ejemplo, en Charles River Laboratory, Francia), se pueden inyectar IP 
a un grupo de cinco animales 5.000 μl de la muestra que se va a ensayar. Cuatro animales pueden observarse 
durante el periodo de ensayo de 42 días como controles negativos.

No hay virus presentes en la muestra que se va a ensayar, si no se detecta signo de infección viral (es decir, muerte 15
o lesión macroscópica) durante el periodo de ensayo.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Solvay Pharmaceuticals B.V.

<120> Ensayo de agentes extraños5

<130> WK 1280

<160> 4
10

<170> PatentIn versión 3.3

<210> 1
<211> 1698
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> antígeno del codón optimizado que codifica hemaglutinina (HA) 

20
<400> 1
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<210> 2
<211> 1350
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> antígeno del codón optimizado que codifica neuraminidasa (NA) 

10
<400> 2

<210> 315
<211> 5687
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> secuencias de ADN de todo el plásmido de pCMV-HA5

<400> 3
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<210> 4
<211> 5339
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> secuencias de ADN de todo el plásmido de pCMV-NA

10
<400> 4
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REIVINDICACIONES

1. Un método para ensayar agentes extraños en una composición que comprende al menos un agente activo, 
comprendiendo el método:

a) inmunizar a un sujeto no humano con una construcción de polinucleótido que comprende una secuencia 
que codifica un polipéptido que forma al menos una parte del agente activo, con el fin de generar un 5
anticuerpo producido frente al producto de expresión de dicha construcción de polinucleótido, poner en 
contacto el anticuerpo así generado con la composición que comprende al menos un agente activo, en el 
que el anticuerpo se une específicamente al agente activo, y

b) determinar la presencia o ausencia de agentes extraños en la composición posteriormente a la etapa a) 
en un modelo animal,10

en el que el agente activo se neutraliza o inactiva por unión del anticuerpo antes de la etapa b).

2. El método según la reivindicación 1, en el que la etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extraños 
en la composición comprende:

a) usar un animal no humano que se ha inoculado con dicha construcción de polinucleótido, e inocular dicho 
animal no humano con la composición que se va a ensayar,15

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el 
caso de que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infección 
durante dicho periodo de tiempo se considera que la composición no contiene agentes extraños, y en el 
caso en el que menos del 80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre 
evidencia de infección durante dicho periodo de tiempo se considera que la composición contiene agentes 20
extraños.

3. El método según la reivindicación 1, en el que la etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extraños 
en la composición comprende:

a) inocular un animal no humano con la composición que se va a ensayar que contiene agente activo 
neutralizado o inactivado,25

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el 
caso de que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infección 
durante dicho periodo de tiempo se considera que la composición no contiene agentes extraños, y en el 
caso en el que menos del 80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre
evidencia de infección durante dicho periodo de tiempo se considera que la composición contiene agentes 30
extraños.

4. El método según la reivindicación 2 ó 3, en el que los animales no humanos se seleccionan del grupo que 
consiste en ratones adultos, ratones lactantes, y cobayas, y en el que el porcentaje de animales vivos y la aparición 
de una evidencia de infección se evalúa después de un periodo de al menos 7 a 10 días, opcionalmente después de 
un periodo de 21 días después de la inoculación con la composición que se va a ensayar en el caso en el que el 35
animal inoculado sea un ratón adulto, después de un periodo de 14 días después de la inoculación con la 
composición que se va a ensayar en el caso en el que el animal inoculado sea un ratón lactantes, y después de un 
periodo de al menos 42 días después de la inoculación con la composición que se va a ensayar en el caso en el que 
el animal inoculado sea una cobaya.

5. El método según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que la inoculación de la composición que se va a 40
ensayar se lleva a cabo intracerebralmente y/o intraperitonealmente.

6. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composición que se va a ensayar es 
una muestra de un cultivo celular a partir del cual se produce el agente activo, o un producto derivado de dicho 
cultivo celular, o un virus de siembra o una composición que contiene un virus de siembra, respectivamente.

7. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composición es una composición 45
farmacéutica, preferiblemente una preparación de vacuna o un producto intermedio de la preparación de vacuna.

8. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente activo es un antígeno, 
preferiblemente un antígeno viral, o en el que el agente activo comprende al menos un componente de una partícula 
de virus, preferiblemente el agente activo es una partícula de virus influenza.

9. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo se usa para ensayar virus 50
como agentes extraños.
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10. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construcción de polinucleótido 
comprende una secuencia codificadora de HA (hemaglutinina) y/o NA (neuraminidasa).

11. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construcción de polinucleótido que 
comprende la secuencia que codifica al menos una parte del agente activo se somete a optimización de codones, en 
particular optimización de codones para un sujeto usado para la inmunización con la construcción de polinucleótido.5

12. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construcción de polinucleótido 
comprende un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 
95%, más preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con el ácido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 
1 ó 2, o la construcción de polinucleótido comprende un polinucleótido que tiene una secuencia como se muestra en 
SEQ ID NO: 1 ó 2.10

13. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construcción de polinucleótido está 
contenida en un organismo no humano, un animal no humano transgénico o un microorganismo.

14. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo es específico para un 
polipéptido codificado por un polinucleótido como se define en la reivindicación 12.

15. El método según la reivindicación 14, en el que el anticuerpo se produce por un método que comprende:15

a) proporcionar una construcción de polinucleótido como se define en la reivindicación 12, e

b) inmunizar un sujeto adecuado con dicha construcción de polinucleótido.

16. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente activo comprende un antígeno 
de influenza y la construcción de polinucleótido comprende una secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente 
al menos 95%, y más preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con el ácido nucleico mostrado en 20
SEQ ID NO: 1 ó 2, incluso más preferiblemente el agente activo comprende un antígeno de influenza y la 
construcción de polinucleótido comprende una secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 ó 2.

17. Un proceso para ensayar una composición farmacéutica en cualquier etapa de la producción de ésta, en 
particular una vacuna, incluyendo, en al menos un punto de tiempo del proceso de producción de ésta, llevando a 
cabo un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16; y, opcionalmente, una etapa de tratamiento de 25
la composición farmacéutica, en particular la vacuna, o un producto intermedio del proceso de producción, y/o 
tratamiento de un cultivo celular a partir del cual deriva la composición farmacéutica o la vacuna, por un tratamiento 
capaz de eliminar y/ inactivar un agente extraño.
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